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RESUMO

A esquistossomose permanece como uma das mais prevalentes infec¢des. Inumeros estudos
tém sido realizados no sentido de se obter uma vacina capaz de proteger o individuo da
infec¢do pelo Schistosoma mansoni ou mesmo limitar o desenvolvimento das fémeas assim
como a supressdao da producdo dos ovos. No entanto, mesmo com muitos anos de pesquisa,
ainda nao foi encontrada uma vacina candidata. Em diferentes modelos de doenca, tem sido
observado que as células dendriticas (DCs) podem atuar como vetor vacinal, mediando
protecdo contra varios tipos de patdgenos. Estudo da manipulagdo ex vivo das DCs podem
conduzir ao desenvolvimento de vacinas que induzem a prote¢ao imunologica a infecgdes a
partir da apresentagdo de antigenos apropriados in vivo. Objetivo: Avaliar a resposta imune
de camundongos vacinados com cé¢lulas tronco derivadas para células dendriticas e
posteriormente modificadas contendo o gene Rhol-GTPase de S. mansoni. Metodologia:
DCs foram obtidas a partir da maturagao das células tronco com meio condicionado contendo
GM-CSF e caracterizadas por citometria de fluxo e microscopia confocal. O fragmento da
Rho1-GTPase foi amplificado por PCR, inserido em um vetor de expressdo em células
eucariotas e entdo transfectado nas DCs. Essas células foram usadas na vacinagdo de
camundongos C57BL/6 submetidos a infec¢do desafio com cercarias. Resultados e
conclusdo: A fenotipagem da populagdo celular mostrou que essas células expressavam
distintos marcadores de superficie celular CDl1lc, caracteristicos de células dendriticas
mielodides, além das moléculas coestimulatorias CD40 e CD86. As moléculas do complexo
principal de histocompatibilidade (MHC) classe I e II também foram observadas. As DCs
foram visualizadas em microscopia confocal para avaliagdo da morfologia tipica e atividade
fagocitica, mostrada pela incorporacdo de particulas de latex fluorescentes. Uma vez clonada,
analisada e transfectada, a proteina em fusdo com o GFP foi expressa pelas DCs. A expressao
da Rhol-GTPase foi observada a partir de transfecgdes eficientes e a melhor metodologia
observada foi pela utilizagdo do GeneJuice comparado a nanoparticulas e ao Effectene. A
analise da protecdo contra S. mansoni revelou que a DC modificada induziu protegdo de 56%,
relativamente maior do que a conferida apenas pela mesma proteina codificada, 51%.
Concluimos que a DC ¢ uma ferramenta valiosa a ser usada no controle da esquistossomose
assim como os resultados apresentados representam um avangco na producdo de novas

metodologias vacinais. Palavras chave: esquistossomose, células dendriticas, vacina
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ABSTRACT

Schistosomiasis remains one of the world’s most prevalent diseases. Several studies have
been made aiming the development of a vaccine capable of protecting against Schistosoma
mansoni infection or limiting the development of females as well as suppressing of the egg
production. However, many years of searching failed to identify a vaccine candidate. In
different models of disease, it has been demonstrated that dendritic cells (DCs) can serve as
vaccine carriers, mediating protection against various types of pathogens. The studies of ex
vivo manipulation requirements of DCs may lead to the design of vaccines that induce
protective immunity to infections by appropriate targeting of DCs in vivo. Objective: To
evaluate the immune reply of mice vaccinated with modified stem cell derived in dendritic
cells containg the gene Rhol-GTPase of Schistosoma mansoni. Methods: Dendritics cells
(DC) were obtained from the maturation of bone marrow stem cells with conditional medium
containing GM-CSF and further characterized by flow cytometry and confocal microscope.
After amplification by PCR, the fragment of Rhol-GTPase was inserted in a vector of
expression in mammals cells, GFP fusion TOPO TA, and then transfected in dendritic cells.
These cells were used in the vaccination of mice submitted to an infection challenge with
cercariae. Results and conclusion: Analysis of the bone marrow derived cell population
showed that these cells expressed the distinctive DC surface marker CDl11c, as well as the
major histocompatibility complex (MHC) classes I and II molecules. Dendritic cells were
visualized on a Zeiss confocal microscope to evaluate phagocytic activity, shown by the
uptake of fluorescent-labeled latex beads and the typical morphology. Once cloned, analyzed,
and transfected, the GFP fusion protein was expressed by DC. The expression of Rhol-
GTPase was observed by an efficient transfection on DC and the best approach was observed
from Geneluice compared with nanoparticles and Effectene. Analysis of protection against S.
mansoni revealed that altered DC induced 56% of protection, relatively higher than that
conferred only by the same encoded protein, 51%. We conclude that the dendritic cell is a
valuable tool to control schistosomiasis and the present results represent a breakthrough in the

production of new vaccine approaches.

Key words: schistosomiasis, dendritic cells, vaccine
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1 - Introducao




Introdugdo

1.1  Aspectos basicos e a importancia da esquistossomose

A esquistossomose permanece como uma das mais prevalentes infec¢des parasitdrias e
constitui um significante problema de satde publica, principalmente nos paises em

desenvolvimento (King, 2009).

Os mais recentes dados da Organizagdo Mundial da Satde indicam a existéncia de cerca de
650 milhdes de pessoas em risco de contaminagdo em todo o planeta. Dentro dessa estatistica,
mais de 200 milhdes de pessoas estdo infectadas de forma continua ou intermitente, ¢ cerca de
120 milhdes sdo pacientes sintomaticos, dos quais 20 milhdes tém consequéncias graves
(Schistosomiasis, WHO, 2007). Estima-se ainda que essa doenga seja responsavel por cerca

de 20.000 mortes por ano (Loukas e Bethony, 2008).

Os agentes causadores da esquistossomose sao trematddeos do género Schistosoma e as
espécies causadoras das principais formas conhecidas da doenga em humanos sdo S. mansoni,
S. haematobium, S. intercalatum, S. japonicum e S. mekongi (King, 2009). No Brasil o
Schistosoma mansoni ¢ o agente causador da esquistossomose, também conhecida

popularmente como “xistose”, “barriga d’agua” ou “mal do caramujo”.

Esses parasitas tém um ciclo de vida complexo, que se caracteriza pela alternancia de uma
fase sexuada no hospedeiro vertebrado, principalmente o homem, e uma fase assexuada no
hospedeiro invertebrado. No Brasil, o principal hospedeiro intermediario do S. mansoni ¢ o
caramujo da espécie Biomphalaria glabrata. Durante a fase adulta, os parasitos vivem no
sistema porta intra-hepatico de seu hospedeiro definitivo. Com a maturagdo sexual, os vermes
adultos migram acasalados, para as veias mesentéricas inferiores. O macho possui um canal
ginecoforo longitudinal capaz de abrigar a fémea durante toda a vida adulta. Nas veias
mesentéricas inferiores ocorre a postura dos ovos que, depois de maduros, chegam a luz
intestinal e sdo eliminados junto com as fezes do hospedeiro. Cada fémea ¢ capaz de colocar
cerca de 400 ovos por dia. Os ovos maduros contém um miracidio ja formado em seu interior,
o qual ¢ liberado assim que o ovo atinge a agua. O miracidio entdo penetra em seu hospedeiro
intermediario, no interior do qual se transforma em esporocisto primario. Este, por sua vez,

sofre algumas modifica¢des e passa a ser chamado de esporocisto secunddrio, contendo em
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seu interior cercarias desenvolvidas ou em desenvolvimento. Estima-se que um unico
miracidio possa originar cerca de 100 a 300 mil cercarias. Estas emergem dos esporocistos e
passam ao meio exterior. J4 na dgua, nadam ativamente até atingirem o hospedeiro definitivo,
onde penetram através da pele ou mucosas. No interior do hospedeiro definitivo os parasitos
sdo inicialmente denominados esquistossomulos e migram pelo tecido subcutaneo até
penetrarem em um vaso, quando entdo sdo levados até os pulmdes e dai para o sistema porta,
onde amadurecem, fechando o ciclo (Figura 1) (revisdo em Neves, 2000). Estima-se que cada
par de esquistossomos adultos pode dar origem a até 600 bilhdes de esquistossomos (Gryseels

et al., 2006).

Host-derved mediators
{TGF-, IL-7, TNF 7)

08
=

Receptors for host-
derived mecdiators

Figura 1: Esquema representativo do ciclo de vida do género Schistosoma. Fonte: (Pearce e MacDonald, 2002)

Ovos que ndo alcangam o limem do intestino sdo langados na circulagdo portal e,
aprisionados tanto no figado quanto na parede intestinal, sdo circundados por células
inflamatorias do hospedeiro formando os granulomas caracteristicos da esquistossomose

(Warren et al., 1967).
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Os vermes adultos podem habitar em um mesmo individuo por muitos anos e, durante este
periodo, o desenvolvimento dos esquistossomulos, adquiridos por meio de reinfecgdes, €
dificultado pela resposta imunoldgica induzida pelos vermes adultos ja instalados (Smithers e
Terry, 1965). Esta atividade imunologica foi denominada de imunidade concomitante e afeta
apenas os esquistossomulos, ndo sendo eficaz no combate aos vermes adultos, que
permanecem intactos, apesar dos altos titulos de anticorpos e da reatividade celular dirigidos

contra seus componentes (Smithers, 1972; Lewis e Strand, 1991).

1.2  Tentativas de controle da esquistossomose

Em alguns paises onde a esquistossomose ¢ endémica, programas nacionais de controle foram
bem sucedidos e conseguiram reduzir a morbidade da doenga a baixos niveis. A primeira
tentativa bem sucedida de controle da esquistossomose ocorreu em meados de 1950, com o
surgimento de moluscicidas efetivos, um deles a niclosamida, hoje ainda em uso. A aplicagdo
de moluscicidas foi capaz de minimizar a transmissdo em varias regides, mas o progresso do
combate a doenga mostrou-se lento. O emprego dessas substancias diminuiu e foi
praticamente abandonado por diversas razdes, dentre elas o risco de danos adversos ao

ambiente (Sturrock, 2001).

O desenvolvimento de drogas contra as diferentes espécies do género Schistosoma, dentre
elas o praziquantel no inicio da década de 80, reavivou a expectativa de eliminacdo da doenca.
Entretanto, a grande extensdo das areas endémicas e as elevadas taxas de re-infec¢des dos
individuos juntamente com baixas condi¢des sanitarias em paises tropicais como o Brasil
tornam o tratamento apenas com a droga ineficiente (Bergquist, 1998). O desenvolvimento de

resisténcia a drogas pelos parasitas ¢ outro fator a ser considerado (Coles et al., 1986).

No Brasil, as principais dificuldades relacionadas ao controle da condi¢do patologica
envolvem fatores como o alto custo associado a implementacdo do saneamento bdsico
adequado e o longo tempo necessario para a educagdo sanitaria. Outro fator essencial é que a
adesdo da comunidade aos programas de controle da doenca, o que também demanda um
tempo consideravel. Além disso, observa-se que o tratamento medicamentoso tem se

mostrado eficiente no controle da morbidade, mas ndo na reducdo da prevaléncia devido as
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reinfecgdes (Oliveira et al., 2008). Devido a esses fatores, tem sido sugerido o uso de vacinas
para aumentar o potencial imunogénico, evitar a recidiva da doenga e complementar as

estratégias de prevengdo e tratamento da esquistossomose (Figura 2).

Praziguante! Mew drugs

Health
education

AN

Infrastructure / \ Clean water

Figura 2: Interligag¢do entre vacinagdo e quimioterapia, juntamente com um programa de tratamento de agua e
educacdo em satide sdo uma abordagem eficaz para reduzir a infecgdo e morbidade da esquistossomose. No
entanto, sabe-se que algumas dessas ferramentas proporcionam uma resposta mais rapida e, portanto, mais
urgentes (setas verdes) enquanto outras sdo mais utdpicas e de longo prazo (setas roxas). Fonte: (Loukas e

Bethony, 2008)

1.3 Inducdo de imunidade protetora

Inimeros estudos tém sido feitos no sentido de se obter uma vacina capaz de proteger o
individuo da infec¢do pelo S. mansoni ou mesmo limitar o desenvolvimento das fémeas,
diminuindo a oviposi¢do e, por consequéncia, a condi¢cdo patologica gerada pela formagdo do

granuloma em torno dos ovos (Bergquist, 1995).

A imunidade adquirida com a infec¢do sugere que antigenos do parasita possam ser usados
como medida profilatica (Capron et al., 1987). Inicialmente a Organizagdo Mundial de Saude

(WHO) e o Programa Especial para Pesquisa e Treinamento em Doengas Tropicais (TDR)
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selecionaram seis antigenos, extensivamente caracterizados, para a busca da vacina definitiva
contra a esquistossomose (Tabela 1). Porém, experimentos iniciais que visaram quantificar a
resposta imune protetora induzida por esses antigenos individualmente em murinos nao

revelaram dados satisfatorios gerando a necessidade de continuar a busca por novos antigenos

(Bergquist e Colley, 1998).

Antigeno Funcéo Protecéo Lugar de Estado legal | Referencias
(animais desenvolvimento
iS0génicos)
Glutathione S- | Enzima 30-60 Institut Pasteur, Patenteado (Boulanger et
transferase Lille, France al., 1995)
(P28/GST)
Paramyosin Proteina 30 Case Western Dominio (Pearce et al.,
(Sm97) muscular Reserve University/ | publico 1988)
National Institutes
of Health Cornell
University, USA
IrV-5 (62 kd) Proteina 50-70 Johns Hopkins Patenteado (Soisson et al.,
muscular School of Medicine, 1992)
Baltimore, USA
Triose Antigeno de | 30-60 Harvard School of | Dominio (Reynolds et
phosphate membrana Public Health, publico al., 1994)
isomerase (TPI) Boston, USA
(28 kd)
Sm 23 Antigeno de | 40-50 Johns Hopkins Dominio (Reynolds et
membrana School of Medicine/ | publico al., 1992)
Harvard School of
Public Health, USA
Sm14 Antigeno de | 40-65 Fundacdo Oswaldo | Patenteado (Tendler et al.,
membrana Cruz Rio de 1996)
Janeiro, Brasil

Tabela 1: Antigenos selecionados pela WHO/TDR como candidatos a vacina contra esquistossomose. Fonte:

(Bergquist, 1998) com pequenas modificacdes.

Dentro desse contexto, hd a necessidade de buscar novas alternativas para o aumento da
capacidade protetora contra a doenca. Na esquistossomose, existem evidéncias indicando o
envolvimento de proteinas de baixo peso molecular que se ligam a GTP nos processos de
maturacdo e deposicao de ovos pelas fémeas de S. mansoni (Chen e Bennett, 1993; Schussler
etal., 1997). A atividade das enzimas pertencentes a essa familia esta diretamente relacionado
a sua localizagdo na regido interna da membrana citoplasmatica. Modificagdes poOs-
transducionais, como a adicdo de um isoprendide, proporcionam o seu ancoramento nha
membrana das células (Kjoller e Hall, 1999). Foi observado que a inibi¢do da producao dos

isoprenoides reduz in vitro e in vivo a produgdo de ovos pelas fémeas do Schistosoma e,
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consequentemente, bloqueia os efeitos patologicos da doengca em camundongos infectados
(Chen e Bennett, 1993). Resultados semelhantes foram obtidos com a utilizagdo do inibidor
BZA-5B da enzima preniltransferase, responsavel pela prenilacdo das proteinas (Loeffler e
Bennett, 1996). Esses fatos geraram interesse na busca de uma melhor compreensdo do papel

protetor da Rho GTPase nos processos imunoldgicos decorrentes da esquistossomose.

A Rhol GTPase de S. mansoni (SmRho) foi identificada primeiramente em um estudo de
caracterizagdo do perfil da expressdo génica de cercdrias a partir da triagem aleatéria de uma
biblioteca de cDNA (Santos et al., 1999). Em 2003, Vermeire e colaboradores determinaram
por ensaios de Western Blot, a expressao elevada da Rhol GTPase em parasitas adultos do S.
mansoni em comparagdo as outras formas evolutivas. Curiosamente foi observada maior
quantidade dessa proteina nas fémeas em relagcdo aos vermes machos. Ainda nesse estudo,
através de imunolocalizagdo, determinou-se a expressao da SmRho em tecidos vitelinicos dos
vermes adultos fémeas, corroborando com a hipotese de sua participagdo em processos de

maturacdo e deposi¢do de ovos.

Além disso, através de uma pesquisa da etiqueta de sequéncia antigénica (AST) realizada a
partir de soros de pacientes diagnosticados com S. mansoni, foi encontrado proteinas
homologas a SmRho (Goes, dissertagdo de mestrado, 2003). Esse resultado sugere a

capacidade imunogénica promissora da proteina em questdo em infec¢des com S. mansoni.

1.4  Busca de novas estratégias de vacinacgéo

Tem sido observado que a administragdo de proteinas muitas vezes ndo ¢ suficiente para
inducdo de uma resposta imune efetiva, mesmo na vacinagdo combinada com adjuvantes
(Moll, 2003). Portanto, estratégias alternativas de vacinagdo estao sendo desenvolvidas a fim

de superar as dificuldades encontradas na producao de vacinas para diversas patologias.

A célula dendritica tem sido usada recentemente como vetor na construcao de vacinas que,
ndo somente induzem protecdo contra patdégenos, mas também aumenta a imunidade em
doengas diversas como cancer (Melief, 2008), AIDS (Connolly et al., 2008), auto-imunidade

e alergia (Belkaid e Oldenhove, 2008). Alguns estudos relacionados ao uso dessas células em




Introdugdo

cancer encontram-se em fases avangadas de pesquisa clinica. No entanto, o conhecimento a
respeito dessa nova metodologia deve ser aprimorado € o desenvolvimento de células
dendriticas geneticamente modificadas torna-se urgente para que possam ser aplicadas em

uma variedade maior de doengas.

1.4.1 As células dendriticas

As células dendriticas (DCs, do inglés: “Dendritic Cells’”) sdo células apresentadoras de
antigenos (APCs) que sdo funcionalmente cruciais para a resposta imune inata e adaptativa.
Elas formam um elo atuando tanto na prote¢ao contra infecgdes quanto na manutengdo da

tolerancia a antigenos proprios (Banchereau e Steinman, 1998).

As DCs compreendem um grupo heterogéneo de células que agregam subclasses com vias
distintas de desenvolvimento e que apresentam fungdes diferenciadas. Os distintos subniveis
sdo susceptiveis de serem selecionados pelo tipo de patdégeno pelo qual gera uma resposta
imune inata ou adaptativa caracteristica (Liu, 2005; Shortman and Naik, 2007). Evidéncias
sugerem que existem pelo menos dois troncos principais de desenvolvimento: as células

dendriticas mieldides e as plasmocitdides.

As células dendriticas mieldides, caracterizadas pela expressao da integrina CD11c, abrangem
a populagdo classica das APCs, capazes de processar os antigenos e ativar os linfocitos T (den
Haan et al., 2000). Foi constatado, ainda, que mesmo as células da pele (células de
Langerhans) desse subnivel sdo capazes de induzir respostas por linfocitos T citotdxicos e
estimular a producdo de anticorpos pelas células B (Klechevsky et al., 2008). Por outro lado,
as células dendriticas plasmocitdides ndao expressam CD1l1c e estdo relacionadas a resposta
contra infec¢des virais e acidos nucléicos proprios, com producdo vigorosa de IFN a

(Kadowaki et al., 2000; Lande et al., 2007).

Hé um terceiro subnivel que compreende as células dendriticas derivadas de mondcitos que
funcionalmente compreenderia o contexto de ambos os subniveis descritos anteriormente. No

entanto, essa relagdo ndo esta completamente esclarecida (Steinman, 2008).
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Em muitos tecidos, as células dendriticas estdo presentes no estado denominado imaturo,
incapazes de estimular células T, mas extremamente habeis na captura de antigenos. Figuram-
se como sentinelas, sondando o ambiente em que se situam, e respondem a estimulos
indicativos de mudancas. Nesse estado sdo caracterizadas pela alta capacidade de realizar a
fagocitose de particulas, fragmentos de células apoptoticas e necréticas além de diversos
microorganismos e parasitas (Albert et al., 1998; Banchereau et al., 2000; Sher et al., 2003).
Fenotipicamente podem ser diferenciadas pela baixa expressdo de moléculas do complexo
principal de histocompatibilidade (MHC) classe I e classe II além de baixa expressdo das
moléculas coestimulatorioas (Garrett et al., 2000; Inaba et al., 2000). Os receptores para
cadeias pesadas de imunoglobulinas FcyRI e FcyRII estdo presentes nessas células permitindo

a captura de imunocomplexos ou particulas opsonizadas (Fanger et al., 1996).

Os antigenos e particulas ap6s serem endocitados ou fagocitados pelas DCs imaturas (imDCs)
sdo processados em compartimentos especializados e apresentados na superficie celular
juntamente com MHC. Os antigenos endogenos sao processados via proteassomos, associados
a moléculas do MHC classe I e apresentados aos linfocitos T citotdxicos (LTc). Esse processo
¢ particularmente importante na imunidade contra tumores, transplantes e infec¢des virais. A
fagocitose de corpos celulares apoptoticos e proteinas exdgenas permitem a apresentagao de
antigenos por MHCII e a estimulacao de linfocitos T auxiliares (LTh). Contudo, ha ainda uma
via alternativa em que antigenos exogenos podem ser associados ao MHCI através de um

mecanismo chamado de “cross-priming” (Xia et al., 2006).

Perante a ativacdo, as células dendriticas sofrem mudangas morfoldgicas, fenotipicas e
funcionais que caracterizam a mudanga para o estado maduro (mDCs) (Figura 3). Entre os
varios antigenos que desencadeiam esse processo citam-se as citocinas inflamatorias (como
interleucina-1 [IL-1], fator de necrose tumoral [TNF]), constituintes microbianos (como
lipopolissacarideo [LPS], CpG oligonucleotideos) e traumas celulares (necrose, transplantes)

(Steinman, 2001).
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IL-10
————
pathogens
cytokines
T cells
IMMATURE DC MATURE DC

High intracellular MHCII (MIICs) High surface MHCII
Endocytosis, including FcR Low endocytosis and FcR
Low CD54, 58, 80, 86 High CD54, 58, 80, 86
Low CD40, CD25, IL-12 High CD40, CD25, IL-12
Low CD83, p55 High CD83, 555
Low granule antigens High M342, 2A1, MIDC-8 antigens
Actin cables No actin cables

Figura 3: Caracteristicas que modificam durante a maturagdo das DCs (Banchereau e Steinman, 1998)

Com a maturagdo as DCs perdem rapidamente a atividade endocitica, induzem a expressao e
estabilizacdo dos complexos peptidicos associados ao MHCI e/ou MHCII, aumentam a
expressdo e adesdo em sua superficie de moléculas coestimulatorias (CD40, CD54, CD80 e
CD86), e ainda secretam citocinas pro inflamatdrias tais como IL-1, IL-6, IL-18 e IL-23.
Receptores de quimiocinas importantes nos processos inflamatorios, como o CCR6, passam a
ter a sua expressao regulada negativamente e sao substituidos pela expressao de CCR7 que
conduzem a migracdo das DCs para as zonas de linfocitos T dos linfonodos. A migragdo das
DCs maduras estimula os linfécitos T naive e induz a resposta primdria mediada pelas células
T (Liu, 2001). Uma vez ativados os LT podem completar a resposta imune por interagdo com
linfécitos B induzindo a formacao de anticorpos ou com macrofagos promovendo a liberagdo
de citocinas. Além disso, podem interagir diretamente com as células alvos lisando-as

(Banchereau e Steinman, 1998)

Resumidamente as DCs convertem as informagdes derivadas dos tecidos em sinais que
promovem e dirigem a maturagdo dos linfécitos T. Assim, fornecem o primeiro sinal através
do reconhecimento dos peptideos antigénicos complexados ao MHC, pelos receptores de
células T (TCR). O segundo sinal ¢ derivado dos contatos entre as moléculas coestimulatorias
e de adesdo aos seus respectivos receptores além dos fatores humorais secretadas por ambas
as cé€lulas. A combina¢do desses sinais resulta na ativagdo de LT antigeno-especifico e no
desenvolvimento de células efetoras ou de memoria (Banchereau e Steinman, 1998;

Banchereau et al., 2000)
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Diferentes tipos de respostas podem ser gerados dependendo da origem do sinal de
maturacdo. Ha dois grupos de sinais que podem estimular a imDC a induzir diferenciagao de
LThl ou LTh2 (Kalinski et al., 1999). As moléculas derivadas de patéogenos como LPS,
motivos CpG bacteriano e dupla fita de RNA, assim como sinais do ligante CD40 e IFN-y,
promovem imDCs a produzir IL-12 e gerar resposta LThl. Por outro lado, a prostaglandina
E>, em conjunto com outros fatores como IL-4 ¢ OX40L modulam negativamente a expressao

de IL-12 e direcionam a ativacao de células LTh2 (Liu, 2001).

Por outro lado, os linfocitos T citoliticos CD8+ (LTcs) sdo células efetoras cruciais nas
respostas imunes adaptativas contra tumores, infecgdes virais € patdgenos intracelulares. A
geracao desse tipo celular ocorre em condigdes dependentes e independentes dos LTh. Sob
condicdes limitantes como baixo nivel de antigenos e fraca resposta imune inata, a geracao
dos LTcs ¢ dependente de LTh. Dessa forma, os LThs, apos ativar células dendriticas por
interagdo CD40/CD40L, aumentam a sua capacidade de apresentacdo antigénica ¢ em
contrapartida, desencadeiam a ativam dos LTcs. A expansao clonal dos LTcs pode ainda ser

estimulada pela secrecao de IL-2 pelos LTh (Malek, 2002).

A ativagdo das células dendriticas pode ser ainda tolerogénica, silenciando uma resposta
imune. Localizadas em regidoes medulares circunscritas do timo, células dendriticas
apresentam antigenos proprios aos linfocitos T impondo a distingdo entre proprio e nao
proprio e levando a delecdo de células auto-reativas e a manutencao da tolerancia central. Em
complemento as falhas apresentadas pela tolerancia central, as células dendriticas participam
da tolerancia periférica. As células dendriticas imaturas de alta capacidade endocitica e
fagocitica estdo constantemente adquirindo e apresentando peptideos de proteinas proprias,
complexados aos MHCs, sem a presenca de fatores coestimulatorios induzidos pelos
processos inflamatorios nos tecidos ndo linféides. Em conjunto, estas células estdo em
constante circulagdo entre os tecidos ndo linfoides e linfoides. Estes fatores permitem o
reconhecimento de linfocitos T auto-reativos nos tecidos linfoides periféricos levando a sua

delecdo ou anergia (Steinman et al., 2003).

11



Introdugdo

immature

Dc DCs : S IRe hA
recursor 0]
P B recruitment & / . X.E( -°.' *
7~ % differentiation ?:{i\ X [ip=¢

antigen )
+ antigen
dang er sgnals

migration & | o
< maturation . migration
Y l mature E immature l
DCs : DCs _
i ;%O
%m- i o @ﬁ
'O I}
1 .l : T cell tolerance

B cell differentiation  NK cell activation T cell immunity

Figura 4: Visao integrada da imunobiologia da célula dendritica. Fonte: (Ardavin et al., 2004)

1.4.2 AplicagOes terapéuticas

Conscientes da importancia das DCs no controle da imunidade, o potencial terapéutico dessas
células tornou-se uma ferramenta interessante a ser pesquisada. Acredita-se que a
administracdo de diferentes formas de antigenos (DNA, RNA, proteinas, peptideos, virus,
lisados celulares) tendo como vetor essas células aumenta consideravelmente a imunidade a
partir da apresentagdo aos LT. Esse modelo terapéutico foi comprovado em evidencias obtidas

em estudos pré-clinicos com animais (Yang e Baltimore, 2005).

O cancer foi a patologia que obteve maior avango em testes relacionado ao uso da DC como
vetor vacinal. O melanoma foi o tipo mais estudado nesse modelo, seguido pelo cancer de
prostata, carcinoma renal, cancer de pulmao, mieloma multiplo, leucemia, cancer coloretal e
gliomas (Nencioni et al., 2008). A maioria dos experimentos consiste do isolamento in vitro
de células dendriticas e o posterior carregamento destas com antigenos tumorais. No entanto,
diversos tipos de antigenos tém sido testados. Entre eles, citamos os antigenos derivados de
células tumorais apoptoticas ou necroéticas, lisados de células tumorais, peptideos sintéticos
MHC classe I restrito e DNA ou RNA codificadores para antigenos tumorais (Figura 5). Na
maioria dos casos tem sido observada a regressdo de tumores pré-estabelecidos (Banchereau

et al., 2001; Schuler et al., 2003; Nencioni et al., 2008; Lopez et al., 2009)

12
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Figura 5: A preparacdo das células dendriticas e células tronco hematopoiéticas (CD34+) para produgdo de

vacinas tem sido realizado de diversas formas (Banchereau et al., 2001)

A vacina usando células dendriticas foi aplicada, também, em infecgdes parasitarias.
Camundongos imunizados com DCs contendo antigenos de Toxoplasma gondii, agente
etiologicos da toxoplasmose, que acomete aves e mamiferos, apresentaram potente resposta
imune celular e humoral na redugdo de aproximadamente 70% da formagao de cisto cerebral
(Bourguin et al., 1998). Da mesma forma, células dendriticas carregadas com antigenos de
Leishmania dovani, causador da leishmaniose visceral murina, foram capazes de induzir
resposta imune Thl antigeno especifica in vivo (Ahuja et al., 1999). Além disso, observou-se
aumento da atividade protetora contra maldria a partir da indu¢do de resposta dos LTc (Bruna-

Romero e Rodriguez, 2001).

Pacientes portadores do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) também estdo sendo
submetidos a vacinas baseadas em DC e até agora os resultados tem sido promissores

(Connolly et al., 2008).

Os estudos com vacinas usando as DCs ainda sdo recentes e todos necessitam de um
aprimoramento para que seja induzida uma resposta mais significativa por essas células. Cita-
se a necessidade de multiplas vacinag¢des, verificado nas vacinas baseadas nas DCs como
vetores, ¢ a falta de padronizacdo de um método mais efetivo para a inser¢ao do antigeno. Nos
estudos com céncer, por exemplo, a forma usual de inser¢do dos antigenos nas DCs ¢ através

de peptideos pulsados. No entanto, tem se observado diversas limitagdes como (1) o nimero
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limitado de antigenos caracterizados; (2) a indu¢ao de um repertorio limitado de células T
incapacitando o controle da resposta imune perante variagdes antigénicas e (3) a apresentagao
breve dos complexos peptideos-MHC conduzindo a uma ineficiente apresentagdo das DCs
injetadas. Estratégias alternativas que fornecem ambas as respostas MHC classe I e classe Il e
conduzem ao envolvimento de diversos clones de LT CD4+ e LT CD8+ sdo necessarios.
Dessa forma ¢ necessario incluir proteinas recombinantes, vetores virais, transfeccdo com

DNA plasmidial ou RNA (Fong e Engleman, 2000; Murphy et al., 2005).

Como método alternativo, tem-se mostrado promissor a vacinagdo por DNA codificador.
Nessa técnica, o cDNA sintetizado ou isolado a partir de tecidos ou células, quando injetado
em camundongos demonstraram geragdo de resposta antigeno especifica (Gilboa e Vieweg,
2004). Assim, como descrito anteriormente, ¢ esperado que a apresentacao desses antigenos
pelas DCs seja mais eficaz na resposta imune e para tal € necessario inserir esses genes nas

células.

Atualmente, a terapia genética utiliza dois tipos principais de entrega de genes denominados
vetores virais e vetores nao virais. Os vetores ndo virais sdo representados principalmente por
métodos quimicos de transferéncia de genes. Usualmente consistem em lipossomos catidonicos
com capacidade de condensar e internalizar o DNA, ou polimeros que podem interagir
eletrostaticamente com a carga negativa dos plasmideos para formar nanoparticulas. A
vantagem desses vetores sobre os virais sdo que: (1) ndo tém limitagdo no tamanho do
plasmideo a ser inserido; (2) sdo menos imunogénicos e (3) sdo mais faceis de serem
produzidos. Entretanto, uma grande inconveniéncia ¢ a menor eficiéncia de transfeccdo obtida
em compara¢do com o0s vetores virais. Os vetores virais incluem retrovirus, adenovirus, virus
herpes simples, dentre outros, e apesar da grande capacidade de transfeccdo apresentam
muitos problemas a serem abordados e o principal refere-se a seguranga na sua administragao
in vivo podendo ser letal (Kirchweger, 2002; Xia et al., 2006). Limitagdes dos vetores virais
incluem ainda o seu répido depuramento da circulacgdo, a reduzida capacidade da quantidade
de informagdo genética carreada e os riscos da toxidade imunogénica (Romano et al., 2000).
Por essas razdes, hd um interesse maior no desenvolvimento de um sistema de entrega de

gene ndo viral que seja eficiente e seguro.
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Introdugdo

Nesse contexto, uma ferramenta de vacina interessante seria o acoplamento da seguranga e
vantagens dos vetores nao virais a uma metodologia de transfeccdo eficiente nas células
dendriticas. A exploragdo do potencial imunogénico das DCs poderia, dessa forma, ser
realizada pela expressdao de genes de escolha, e empregada para diversas doengas atualmente

sem perspectivas como a esquistossomose.
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Objetivos

2.1 Objetivo geral

Avaliar a resposta imune protetora de camundongos vacinados com células dendriticas

modificadas contendo o gene da Rhol-GTPase de S. mansoni.

2.2 Objetivos especificos

Estabelecer o cultivo priméario de células dendriticas a partir de células da medula

0ssea murina;

e Transformar células dendriticas para expressdo do gene Rhol-GTPase de S. mansoni;

e Comparar métodos de transfeccao das células dendriticas;

e Expressar a proteina Rhol-GTPase em modelo procarioto.

e Imunizar camundongos com células dendriticas modificadas e com a proteina

recombinante Rhol-GTPase.

e Avaliar e comparar a atividade protetora da resposta imune induzida pelos dois

sistemas de imunizagao.
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Metodologia

3.1 Meios de cultura

3.1.1 Meio de cultura basal

D-MEM (Dulbeco’s Modified Eagle Medium, Gibco) suplementado com 5mM de bicarbonato
de Sodio (Merck), 10% de soro fetal bovino (Gibco), 100 unidades de penicilina G/mL, 100
unidades de estreptomicina/ mL e 0,25ug de anfotericina B/mL (PSA, Gibco).

3.1.2 Meio de cultura para diferenciacdo em células dendriticas

Objetivando a diferenciagdo de células tronco em células dendriticas foi acrescentado ao meio
de cultura basal 30% do sobrenadante de cultura da linhagem celular Ag8653 que expressa a
citocina fator estimulante de crescimento de granuldcitos e macréfagos (GM-CSF),

recombinante de camundongo (Stockinger et al., 1996).

3.2  Producdo do meio condicionado a partir de células Ag8653

As células Ag8653 provenientes de mieloma sdo transfectadas com cDNA de GM-CSF
murino. A sequéncia genética foi isolada de um clone de célula T e inserida em um vetor de
expressao (BCMGSNeo). Apos a transformagdo, as células secretam essa citocina que pode
ser coletada a partir do sobrenadante. As células foram cultivadas por aproximadamente duas
semanas, quando atingiram o crescimento exponencial. No entanto, o sobrenadante s6 foi
coletado apods a selecdo das células que contém o plasmideo de expressdo, através da adigao
do antibidtico seletivo. O plasmideo utilizado confere resisténcia a geneticina e dessa forma,
permanecem viaveis somente as células contendo o vetor. A geneticina (Sigma) foi
adicionada na concentragdo de 500 pg/mL de meio. Apos dois dias de incubagdo, em estufa
umida a 37°C e 5% de CO,, as células foram centrifugadas e duas vezes lavadas a fim de
retirar o antibidtico e as células mortas. O sobrenadante, entdo, foi coletado por, no maximo,
duas semanas. As células foram novamente congeladas por alguns meses e, posteriormente,
submetidas a0 mesmo procedimento. Evita-se o cultivo dessa linhagem em longo prazo a fim
de evitar a proliferacdo das células que ndo sdo capazes de produzir a citocina. As células
Ag8653 (figura 6) foram gentilmente cedidas pelo Dr.Oscar-Bruna Romero do departamento

de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG.
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_ - A -
Figura 6: Células Ag8653 usadas para producdo da citocina GM-CSF. Aumento 600x.

3.3  Extracdo de células tronco murinas

Camundongos C57BL/6, fémeas, com idade entre 4 ¢ 12 semanas, foram sacrificados por
deslocamento cervical e tiveram suas tibias e fémurs coletados. Apos a retirada do tecido
muscular circundante, os ossos foram colocados em solucdo de etanol 70% por 2 a 5 minutos
para desinfec¢do e lavados com o meio basal. Em fluxo laminar, as diafises dos ossos
recolhidos foram cortadas e a medula foi retirada através do influxo de meio basal promovido
por uma seringa. As células foram coletadas em um tubo de 50 mL e submetidas a uma
filtracdo, em separadores de nylon com a malha de 70 pm (BD FALCON), para a remocgao de
detritos e agregados celulares. O material coletado foi, entdo, centrifugado a 400 g por 10
minutos a 10°C e o pellet suspenso em meio de cultura para diferenciagdo em células

dendriticas. O procedimento foi aprovado pelo comité de ética animal (anexo 1).
3.4  Diferenciagdo das células tronco hematopoiéticas em células dendriticas
A geragdo das células dendriticas a partir das células tronco hematopoiéticas murinas foi

realizado a partir de modificagdes da metodologia descrita por Lutz e colaboradores (1999).

As células tronco imediatamente apos a extracao foram submetidas a contagem em camara de
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Neubauer. Em placas de petri de 100 mm de didmetro foram plaqueadas 3 x 10° células em
um volume de 10 mL do meio final de diferenciacdo. A cultura celular foi mantida em estufa
a 37°C e 5% de CO,. No terceiro dia de cultura foram acrescentados 10 mL de meio de
diferenciagdo por placa. No sexto dia de cultura o meio foi retirado da placa e centrifugado a
400 g por 10 minutos a 10°C. O sobrenadante foi descartado, as células foram suspensas em
10 mL de meio para diferenciagdo e devolvidas a placa de origem. No oitavo dia de cultivo o
procedimento anterior foi repetido e as células foram novamente incubadas até que fossem

realizados os ensaios experimentais.

35 Células HEK 293T

Células HEK 293T (ATCC) sao células derivadas do rim embrionario humano e foram
cultivadas em meio de cultura basal com 10% de soro fetal bovino, mantidas a 37°C em
estufa tmida com 5% de CO;. As cé¢lulas HEK (figura 7) foram gentilmente cedidas pelo Dr.
Ricardo Tostes Gazzinelli, do departamento de Bioquimica e Imunologia do Instituto de

Ciéncias Biologicas da UFMG.

Figura 7: Células HEK 293T. Aumento 150x
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3.6  Caracterizacao das células dendriticas por citometria de fluxo

Apo6s a diferenciagdo, as células foram caracterizadas por citometria de fluxo por meio da
analise da presenga dos marcadores de superficie celular CD11lc, CD86 ¢ CD40 (BD
Biosciences Pharmingen). Além disso, foram analisadas a expressdo das moléculas do
complexo principal de histocompatibilidade pelos marcadores I-Ab (MHC 1I) e H-2Db (MHC
I) (BD Biosciences Pharmingen). A capacidade de maturacdo das células dendriticas foi
avaliada por sua ativacdo através da adicdo de lipopolissacarideo (LPS) (1 mg/ml) for 18 h.
As marcagdes, bem como concentracao final de cada anticorpo, definida apos titulagdo foi

descrita na tabela 2.

Anticorpo Marcacdo Concentracéo
do anticorpo
CD llc FITC 0,5 ng/20ul
CD 86 PE 0,3 ng/20ul
CD 40 PE 0,2 ug/20ul
IA-b PE 0,2 ug/20ul
H-2Db PE 0,4 ng/20ul
Controle isotipo | FITC 0,2 pg/20ul
Controle isotipo | PE 0,2 pg/20ul

Tabela 2: Concentragdo dos anticorpos usados na caracterizacdo fenotipica das células da medula d6ssea apds

diferenciacdo para células dendriticas

3.6.1 Marcacao celular com anticorpos monoclonais ligados a fluoresceina

Em uma placa de 96 pogos com fundo concavo (Nunc) foram colocadas 1 x 10° células por
well. A placa foi centrifugada a 400 g por 10 minutos e, a cada amostra, foi adicionado 0,3 pg
do anticorpo bloqueador de receptores inespecificos Fcll/III (FcRII/IIT), CD16/CD32 (BD
Biosciences Pharmingen). Apds 30 minutos de incubacdo a 4°C, as células foram lavadas com
tampao salino fosfato (PBS) e incubadas com os anticorpos monoclonais marcados com
fluoresceina por 20 minutos, ao abrigo da luz, a 4°C. As células foram novamente lavadas
com PBS e incubadas por 15 minutos com a solugdo de lavagem B (0,5% de albumina bovina
sérica, 2mM de azida em PBS), depois fixadas em PBS contendo 2% de formaldeido por, pelo
menos, 30 minutos. Como controle negativo de fluorescéncia, foram marcadas amostras com
o controle de isotipo ligado as fluoresceinas utilizadas. Células sem qualquer tipo de

marcacao foram fixadas e utilizadas para gerar o grafico de tamanho versus granulosidade.
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3.6.2 Leitura no citometro de fluxo FACScan (Becton Dickinson Immunocytometry
System)

Um minimo de 20.000 eventos foram adquiridos e analisados, utilizando o programa
CELLQuest. Primeiramente, a populagdo de células a ser estudada foi delimitada em gréficos
de tamanho versus granulosidade, observando as caracteristicas da populagdo celular
desejada. Posteriormente, foram usados graficos de dotplot a fim de delimitar a regido do
controle negativo de fluorescéncia referente as células que foram incubadas apenas com o
controle de isotipo anti-IgG1, marcado com FITC e com o controle de isotipo anti-IgG2a,
marcado com PE. A partir da defini¢do destes parametros, iniciou-se a andlise da dupla
marcacao das células com o anticorpo ligado a FITC (CDl11c) e a fluoresceina PE (CD86,
CDA40, I-Ab e H-2Db).
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Figura 8: Representagfo esquematica da citometria de fluxo. Apds a marcacdo celular com anticorpos
conjugados ao FITC e/ou ao PE, as células sdo submetidas a citometria de fluxo. A intensidade de fluorescéncia

¢ interpretada pelo programa CELLQuest.
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3.7 Teste de viabilidade e metabolismo celular

O ensaio de metabolizacao do metil tetrazol, MTT, é um método colorimétrico sensivel e
quantitativo que mensura o metabolismo celular, proliferacdo e estado de ativagado das células
(Mosmann, 1983). Este ensaio baseia-se na capacidade de enzimas desidrogenases, presentes
na mitocondria de células viaveis, em converter o substrato MTT, soluvel em agua, no cristal
de formazan, produto insoluvel em agua. A quantidade de formazan produzido ¢ diretamente

proporcional ao numero de células viaveis.

5
Em uma placa de 24 pogos (Nunc) foram colocadas 4 x 10 células/ po¢o com a quantidade de
meio basal final correspondente a 210 pl. Foram acrescentados as células, 170 pl da solugao

de MTT (Sigma) 5 mg/mL, a cada poco. A placa foi incubada em estufa com 5% de CO, a

37°C por 2 horas e, em seguida, as cé€lulas foram observadas em microscopio Optico para a
visualiza¢do dos cristais de formazan. Foram acrescentados a cada pogo 210 ul de SDS10%-
HCI para a solubilizacdo dos cristais. Apos 18 horas, foram recolhidos 100 pl de cada pogo e
a leitura dos valores de absorbancia da solu¢do resultante foi realizada a 595 nm em um leitor

automatico de micro placas (E1x800, Bio-Tek, Instruments Inc.).

3.8 Ensaio de fagocitose de esferas de latex conjugadas ao Isotiocianato de
Fluoresceina (FITC)

As células apresentadoras de antigenos sdo capazes de fagocitar esferas de latex, fato que
pode ser utilizado para, indiretamente, verificar sua viabilidade funcional (Matsuno et al.,
1996). Desta forma, no décimo dia de cultivo, 1 x 10° células dendriticas foram incubadas em
tubo de 50 mL contendo 3 mL de meio para diferenciagdo, acrescido de 5,6 x 10° esferas de
latex (¢ 0,2 um) conjugadas a FITC (Polysciences. Inc.) durante 3 horas a 37°C em estufa
umida com 5% CO;. Apds o tempo de incubagdo, as células foram separadas das esferas nao
fagocitadas através de lavagem e decantagdo. O procedimento de lavagem consistiu em
acrescentar a suspensao celular igual volume de PBS 0,15M e centrifuga-la a 400 g por 10
minutos a 10°C. Apo6s a centrifugagdo, descartou-se o sobrenadante e o sedimento foi
suspendido em 1 mL de meio basal. Em um tubo de 15 mL contendo 10 mL de meio basal foi

colocado o volume total da amostra e, decorrido 1 minuto, foram coletados 3 mL de meio da
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superficie. Em seguida, foi adicionado iodeto de propideo (PI) nas células coletadas. O PI ¢
capaz de penetrar na célula morta e/ou viva, dependendo da concentragdo utilizada, corando o
nucleo através da ligagdo com o DNA. Por fim, as amostras foram novamente centrifugadas e
o pellet foi suspendido em 200 pl de solugdo fixadora (2% de paraformaldeido). A leitura foi

realizada em microscépio confocal (Zeiss Hall 100).

3.9 Clonagem do gene da Rhol-GTPase de S. mansoni em vetor de expressdo de

células de mamiferos

3.9.1 Obten¢ao do gene da Rhol-GTPase de S.mansoni (SmRho)

A sequéncia codificadora da proteina SmRho foi clonada no plasmideo pMal-c2X (NE
BioLabs) em fusdo com o gene malE (Goes, dissertacdo de mestrado, 2003). Com o objetivo
de confirmar que a sequéncia génica completa havia sido inserida no plasmideo, realizamos
nova transformagdo em bactéria Escherichia coli TOP10, purificagdo em baixa escala

plasmidial e sequenciamento.

3.9.2 Amplificagdo do gene da Rhol-GTPase de S. mansoni

O plasmideo contendo o gene da SmRho foi amplificado pela reagao em cadeia da polimerase
(PCR). Os iniciadores usados foram RHOIF (5" -ATG GCG AGT GCG GTA CGT AAG-
3") e RHOIR (5" - TCA AAT TAA ATC ACA CCT CCT CCT CTT- 3"). Cada reacdo
continha um volume final de 50 pl, com 200 ng dos iniciadores, 50 mM de dNTP, 25 mM
MgCl,, 1 U de Taq DNA polimerase (Fermentas) em tampao de reacdo 5x (Fermentas) e 50
ng do plasmideo. As reagdes de amplificacdo foram realizadas com um aquecimento inicial de
94°C por 2 minutos seguidos de 30 ciclos de 94°C por 30 segundos, 61°C por 45 segundos,
72°C por 1 minuto, e 72°C por 15 minutos utilizando-se o termociclador PTC-100 MJ
(Research. Inc.). Os produtos da amplificagdo foram submetidos a eletroforese em gel de

agarose 1% com SyberSafe para a sua visualizagao.

3.9.3 Clonagem no vetor de expressao de células de mamifero
O fragmento da SmRho amplificado foi inserido no vetor de expressio NT- GFP fusion
TOPO TA (Invitrogen), de acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante. O vetor

linearizado desse Kit possui residuos de deoxitimidina (T) que permitem uma liga¢do
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eficiente com o produto de amplificagdo ja que a enzima Taq polimerase adiciona, no final da
reacdo de PCR, uma regido de deoxiadenosina (A) na terminacao 3". Apds a ligacao, bactérias
eletrocompetentes foram transformadas. Os clones obtidos foram testados por PCR e por
digestdo com as enzimas de restrigdo Apal e Kpnl (Promega). O ponto critico da expressao
protéica ¢ a visualizagdo da proteina GFP, presente no vetor, que sé ¢ expressa quando a
clonagem ocorre corretamente devido a posicdo em frame com o local de ligagao da
sequéncia de interesse. Dessa forma pode-se visualizar, indiretamente, a expressao da proteina

SmRho por microscopia de fluorescéncia.

Drall
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Figura 9: Plasmideo pcDNA3.1/NT- GFP fusion TOPO TA usado como vetor de expressdo em células de

mamifero.

3.9.4 Purificacdo do DNA plasmidial em pequena escala.

A extracdo do DNA plasmidial foi realizada com o Kit Miniprep (Qiagen) de acordo com
protocolo fornecido pelo fabricante. Apds a purificagdo, o DNA foi dosado por
espectrofotometro (Biophotometer, Eppendorf). Quatro col6nias positivas foram escolhidas e
analisadas por sequenciamento. O clone que apresentou maior homologia foi selecionado e

utilizado nos diversos ensaios.
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3.9.5 Sequenciamento

As reacdes de sequenciamento foram realizadas pelo método da terminagdo da cadeia de
DNA por incorporagdo de didesoxinucleotideos (Sanger et al., 1977). Os iniciadores usados
foram GFP Forward (5" - CGA CAC AAT CTG CCC TTT CG - 3") e BGH Reverse (5 -
TAG AAG GCA CAG TCG AGG - 3), conforme instru¢des do “ABI Prism® Big Dye"
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit” (PE Applied Biosystems).

3.10 Transfeccdo transiente de células de mamifero com DNA plasmidial através de

nanoparticulas de quitosana

3.10.1 Preparacao das microparticulas de quitosana

Quitosana 85% deacetilada (Sigma) foi solubilizada conforme descrito na literatura em 2007
com algumas modificagdes (Cui ¢ Mumper, 2001; Zhu et al., 2007). Resumidamente, uma
solugdo de quitosana a 1,0% (peso/volume) foi preparada em agua MilliQ contendo 2%
(volume/volume) de acido acético e solubilizada overnight a temperatura ambiente.
Posteriormente, a solu¢do foi diluida até a concentragdo de 0,5% (peso/volume) em agua
MilliQ e o pH ajustado para 5,5 com solucdo de hidroxido de sédio SM. As concentragdes de
0,01%; 0,02% e 0,05% foram preparadas a partir da solugdo de pH 5,5. Em seguida, 10 mL de

cada solugao foram colocados em tubos de 50 mL ¢ autoclavados.

3.10.2 Ligacdo do DNA a quitosana

As diferentes concentracdes de quitosana estéreis foram usadas para a ligacdo ao plasmideo.
O DNA utilizado foi obtido a partir da extragdo plasmidial em pequena escala e, apos
dosagem, foi submetido & secagem em sistema de vacuo. A ressuspensao do DNA foi feita
com solucdo 4,3 mM de sulfato de sddio a fim de se obter a concentragdo de 200 pg/mL.
Nanoparticulas foram preparadas por coacervacdo complexa que consiste na combinagdo de
duas solugdes de cargas opostas, causando interagdo e precipitagdo (Mao et al., 2001). Dessa
forma, 100 pl da solug¢do de DNA foram adicionados a 100 ul da solugdo de quitosana e
imediatamente vortexadas a velocidade maxima por um minuto. Posteriormente, a amostra foi
submetida a temperatura de 55°C por quatro horas. A solu¢do de nanoparticulas produzida foi

usada para os experimentos de transfec¢do sem outras modificagdes (Corsi et al., 2003).

27



Metodologia

3.10.3 Transfeccao do DNA ligado a quitosana nas células dendriticas

Uma densidade de 3 x 10° células foram colocadas em tubos de 50 mL contendo 3 mL de
meio de cultura para diferencia¢do de células dendriticas. Posteriormente foram adicionados
500 pl de meio de cultura contendo somente DNA ou nanoparticulas de quitosana-DNA com
o equivalente a 7 pg de DNA. Apds a incubagdo overnight, em estufa umida a 37°C com 5%
de CO,, foi acrescentado 1 mL de meio completo e as células foram incubadas por mais 60
horas pos-transfeccdo. A andlise do ensaio foi realizada em microscopia confocal (Zeiss Hall

100).

3.11 Transfeccdo transiente de células de mamifero com DNA plasmidial usando
Effectene

Uma vez que as APCs, principalmente as DCs, tém a capacidade de processar os antigenos,
proporcionam a degradacao da proteina GFP transfectada e tornam, dessa maneira, a
fluorescéncia emitida comumente breve e de dificil andlise. Além disso, ¢ conhecido que a
eficiéncia de transfeccdo ¢ dependente de diversos fatores incluindo o tamanho do plasmideo.
Com o objetivo de minimizarmos essas interferéncias realizamos procedimentos de

otimizacao com células HEK.

A transfeccdo transiente realizada com o auxilio do “Effectene Transfection Reagent”
(Qiagen) foi feita de acordo com o protocolo recomendado pelo fabricante. As células foram
colocadas em placas de 6 pogos em uma densidade de 6 x 10° células/well. No dia seguinte,
foram adicionadas as células diferentes concentracdes de DNA submetidos a ligagdo ao
reagente na propor¢do de 1:10. Durante 24, 48 e 72 horas as células foram observadas por
microscopia de fluorescéncia. A andlise por citometria de fluxo foi realizada 72 horas apos a

transfeccao.

3.12 Transfeccdo transiente de células de mamifero com DNA plasmidial usando

GenelJuice

A transfeccdo com o reagente “GeneJuice Transfection Reagent” (Novagen) foi realizada de

acordo com as instru¢cdes do fabricante. As células HEK foram novamente usadas nos
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procedimentos de otimizagdo. Em uma placa de 6 pogos colocou-se 6 x 10° células/well, 24
horas antes da realizagdo do ensaio. Apds o periodo de incubagdo, as células foram
submetidas as diversas concentracoes de DNA fusionado. Durante 24, 48 e 72 horas as células
foram observadas por microscopia de fluorescéncia. A andlise por citometria de fluxo foi

realizada apds 72 horas de transfecgao.

3.13 Analise da presenca do gene da SmRho nas células transfectadas

As células aderentes HEK, decorridas 72 horas de transfeccdo, foram submetidas a duas
lavagens com tampao PBS a fim de retirar células mortas e DNA nao incorporado. Com o uso
de tripsina (2,5 mg/mL) as células foram desprendidas da garrafa, coletadas e centrifugadas a
400 g por 10 minutos. O pellet foi ressuspendido em 50 pl de H,0 deionizada e colocado sob
aquecimento até alcancar fervura. A amostra foi rapidamente centrifugada em baixa rotagao
apenas para baixar o lisado celular. O DNA que se encontrava dentro das células apos esse
procedimento permanece no sobrenadante. Seguindo a extracdo de DNA, realizou-se com 4 pl
do sobrenadante uma reacdo de PCR, com volume final de 25 pl, utilizando os primers
especificos da RHO1-GTPase. A presenga do gene de interesse foi confirmada pela

visualizacdo da amplificagdo em gel de agarose 1%.

3.14 Producao da proteina Rhol-GTPase de S. mansoni em sistema procarioto

Com o objetivo de expressar a proteina de interesse, utilizamos o plasmideo pMal-c2X (NE
BioLabs) contendo a sequéncia codificadora da Rhol1-GTPase. A transformagao foi realizada
em bactéria Escherichia coli BL21. Treze clones foram escolhidos aleatoriamente ¢ testados
através de PCR usando os primers especificos da Rho1-GTPase. Dois clones positivos foram
submetidos a analise da expressao através de mini-expressao e, posteriormente, o clone

escolhido foi submetido & maxi-expressao. Essa construcdo foi denominada de pMal/SmRho.

3.14.1 Expressdao da Rhol-GTPase em fusao com MBP
A expressao utilizando pMal/SmRho foi realizada segundo manual do fabricante (NE

BioLabs) com modificacdes.
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3.14.2 Expressdao em pequena escala

O pré-indculo com 20 pl de cultura bacteriana foi preparado com 5 mL de meio LB contendo
100 pg/mL de ampicilina. A incubagdo ocorreu por 16 horas, sob agita¢do, a 37° C. No
indculo foram usados 10 mL de meio LB/ampicilina e 1 mL da cultura bacteriana saturada. O
crescimento bacteriano € realizado sob agitagdo a 37° C até atingir a densidade de,
aproximadamente, 2 x 10° células/mL (Ag0~0,5). Para induzir a expressdo protéica foi
acrescentado, nesse momento, 0,6 mM de IPTG e incubou-se por mais 4 horas a 30° C sob
agitacdo. Nos intervalos subsequentes de uma hora, incluindo o0 momento imediato antes da
inducdo (tempo zero), as amostras foram coletadas e tiveram a absorbancia medida. Ao final
do tempo de incubagdo as células foram recuperadas por centrifugagdo a 9000 g por 10
minutos e ressuspendidas em 1 mL de PBS. A expressio foi avaliada por meio da

visualizagdo em gel de poliacrilamida 10% com SDS em condi¢des desnaturantes.

3.14.3 Expressdo em grande escala

Algumas modificagdes sao inerentes a grande quantidade de proteina a ser expressa por essa
metodologia em relacdo ao procedimento de expressdo em pequena escala. As diferencas
consistiram, inicialmente, no volume do pré-indculo (10 mL) e do indéculo (1 L). O
crescimento e a indug¢do ocorreram da mesma maneira. No entanto, ao recuperar as células o
sedimento foi ressuspendido em 50 mL de tampao da coluna (20 mM de Tris HCI pH 7.4, 200
mM de NaCl, ImM EDTA). Com o objetivo de lisar as bactérias e obter a proteina soluvel,
realizou-se 3 ciclos de congelamento (nitrogénio liquido) e descongelamento (banho-maria a
37° C) seguido por sonicagdo: 3 pulsos de 30 segundos com intervalos de 30 segundos a 30%
de amplitude (Ultrasonic Processor GEX 600, CE). A suspensao foi centrifugada a 9000 g por

30 minutos e o sobrenadante conservado a —20° C.

3.14.4 Cromatografia de afinidade em resina de amilose

Com o objetivo de purificar a SmRho fusionada a MBP (SmRho/MBP), os sobrenadantes da
cultura da expressao induzida foram submetidos a cromatografia de afinidade. A coluna de
resina de amilose (NE BioLabs) foi acoplada ao sistema cromatografico “Econo Low Pressure
Chromatography System” (Biorad) e os sobrenadantes foram aplicados, diluidos 1:5 em

tampao da coluna. As proteinas que ficaram retidas na matriz foram eluidas com o tampao de
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coluna acrescido de 10 mM de Maltose. A eficiéncia da purificagdo foi determinada por

eletroforese em gel de poliacrilamida 10% com SDS em condi¢des desnaturantes.

3.14.5 Clivagem da proteina fusionada SmRho/MBP com fator Xa.
Seguindo o protocolo do fabricante NE BioLabs, cada 100 mg de proteina fusionada foi
submetida a clivagem com 1 mg de fator Xa na temperatura de 4°C. O tempo de clivagem foi

padronizado e analisado em gel SDS 10%.

3.14.6 Eletroforese em gel de poliacrilamida 10% com SDS

A eletroforese em gel de poliacrilamida foi realizada em condigdes redutoras e desnaturantes
(Laemmli, 1970). O gel de separagdo a 10% foi preparado a partir de 1,7 mL de solugao
estoque acrilamida/bisacrilamida (30:0,8). Foram acrescentados ainda 1,3 mL de 1M Tris HCI1
pH 8.,8; 0,05 mL de solugdo SDS 10% e 2 mL de agua deionizada. O gel de aplicagdo e
concentragdo da amostra foi usado a 3% contendo, dessa forma, 500 uL. da solugdo estoque de
acrilamida/bisacrilamida; 380 uL. de 1M Tris HCI pH 6,8; 30 uL de solucao SDS 10% ¢ 2,1
mL de 4gua deionizada. A reagdo de polimerizagdo de ambos os tipos de géis foi
proporcionada pela adi¢do de persulfato de amonio e TEMED (Sigma) nas concentragdes
finais de 0,1% (p/v) e 0,1% (v/v), respectivamente. As amostras a serem analisadas foram
diluidas em SDS (2%) e 2-Mercaptoetanol (5%). Depois de homogeneizadas, as amostras
foram fervidas durante 15 minutos para completar a desnaturagdo. O gel de poliacrilamida,
imerso em tampao de corrida (0,125 M tris/glicina contendo 0,1% SDS) foi submetidos a 80
V durante aproximadamente 1 hora e 30 minutos. Um padrao de peso molecular pré-corado
(Bio-Rad) foi corrido simultaneamente as amostras. Apods a eletroforese, o gel foi corado com
solugdo 0,15% de azul de comassie R-250 sob agitagdo e descorado, inicialmente, com
descorante forte (50% metanol, 10% de 4cido acético) e, posteriormente, com solug¢do

descorante fraca (5% metanol, 7,5% acido acético).

3.14.7 Eletrotransferéncia de proteinas - Western blot

Segundo técnica adaptada a partir de Towbin e colaboradores (1979), apds a corrida
eletroforética, o gel foi colocado sobre membrana de nitrocelulose e submetido a corrente
constante de 100 mA, durante 1 h, a 4°C. Em seguida, a membrana foi bloqueada, por 1 h,

com PBS 0,15 M contendo 1,6% de caseina. Apods sucessivas lavagens com PBS tween
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0,02%, a membrana foi incubada, por 1 h, com o anticorpo primario diluido 1:2000 em PBS
caseina 0,25%. O anticorpo utilizado foi o soro produzido em camundongos imunizados com
Rho/MBP, gentilmente cedido pela Dra. Gloria Regina Franco, do departamento de
Bioquimica e Imunologia da UFMG. Seguiu-se a incubagdo por 1 h com o anticorpo
secundario anti-IgG de camundongo, na dilui¢do 1:5000, conjugado com peroxidase e a
lavagem da membrana. A revelagdo foi feita com solugdo de 60% DAB (p/v) acrescido de 20
ul de peroxido de hidrogénio e 200 ul de cloreto de niquel 5% (p/v). Para interromper a

revelagdo, a membrana foi lavada com 4gua bidestilada.

3.15 Dosagem de proteinas pelo método de Bradford

Com o objetivo de dosar as proteinas purificadas para realizagdo de ensaios posteriores
utilizou-se o método de Bradford. A cada pog¢o de uma placa de microtitulagdo (Nunc) foi
adicionado 20 pL. da amostra a ser dosada e 180 puL de reagente de Bradford [0,1% (m/v)
Coomassie Brilliant Blue G-250 em solu¢do aquosa com 5% (v/v) etanol e 10% (v/v) acido
fosforico (filtrado em papel filtro nimero 1)]. Juntamente com as amostras, uma curva-padrao
de 0,5 a 1,5 pg de proteina/20 pL foi feita utilizando-se uma solu¢do padrao de albumina de
soro bovina (Sigma). A preparagdo foi incubada por 5 minutos a temperatura ambiente ao
abrigo da luz e os valores de absorbancia determinados a 600 nm em leitor de ELISA (Elx
800, Bio-tek Instruments Inc.). A concentragdo protéica da amostra foi determinada fazendo-
se uso da equacao da curva padrdo, calculada pelo programa estatistico MicroCal Origin V.

5.0.

3.16 Imunizacdo de animais experimentais

Com o objetivo de avaliar a capacidade protetora contra esquistossomose, foram divididos 6
grupos experimentais de animais C57BL/6, fémeas. Contendo 5 animais em cada grupo a

divisdo foi feita da seguinte forma:
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A | Solugao salina (PBS 0,15M) 100 pl via intravenosa

C¢élulas dendriticas nao transfectadas 1 x 10° células | via intravenosa

os)

C | Células dendriticas transfectadas usando “GeneJuice | 1 x 10° células | via intravenosa

Transfection Reagent”

Plasmideo SmRho/TOPO 100 pg via intramuscular
E | Proteina SmRho em gel SDS + adjuvante 15 pg/150 pl via intramuscular
Adjuvante 150 pl via intramuscular

Tabela 3: Grupos experimentais da imunizagdo com sua respectiva via de administragdo e quantidade de

antigeno inoculado.

As diferentes vias foram escolhidas de acordo com o tipo de antigeno que estava sendo
testado. De acordo com a literatura, ¢ mais usual a imunizagdo com plasmideo e proteina pela
via intramuscular, da mesma maneira como ¢ esperado que, pela via intravenosa, as células
possam ter maior migragdo e induzir maior protecdo. O adjuvante utilizado no experimento
juntamente com a proteina e no grupo controle “F” foi a combinacdo de 100 pg de
Corynebacterium parvum e 1 mg de hidroxido de aluminio [AI(OH);]. Os animais receberam
trés doses, a intervalos de 15 dias. Todas as metodologias envolvendo animais foram

realizadas conforme aprovagao do comité de ética em experimentagdo animal (CETEA) (anexo 1).

3.17 Avaliacdo da resposta imune protetora dos camundongos vacinados frente a

infeccéo desafio com cercarias

3.17.1 Cercarias

Cercarias de S. mansoni, obtidas de caramujos B. glabrata infectados, foram gentilmente
doadas pelo Instituto de Pesquisa Renee Rachou. Para contagem das cercarias, 50 mL da
suspensao de cercarias doadas foram transferidas para um béquer de 100 mL. Nesse béquer
foi colocado uma lamina de plastico rigido, perfurada, destinada a homogeneizar a suspensao,
garantindo uma distribui¢cdo uniforme das cercérias. Amostras de 0,5 mL da suspensdo foram
distribuidas em placas de vidro quadriculadas, onde as cercérias foram coradas com lugol para

realizacdo da contagem das mesmas.
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3.17.2 A infec¢ao desafio

Os seis grupos de camundongos foram infectados apos quinze dias da Ultima imunizagdo
através da via percutanea. Nesse procedimento, os camundongos foram anestesiados com 200
pl de uma solugdo de cetamina 10% combinada com xilazina 10% em PBS 0.15M. A regido
ventral dos camundongos foi raspada e 200 pl de dgua contendo 25 cercérias foram colocados
em contato com a pele dos animais durante 1h para que ocorresse a infeccdo espontanea

(figura 10).

Figura 10: Procedimento de infeccdo percutdnea realizado mostrando os camundongos anestesiados e
imobilizados. As cercarias estdo em contato com a pele do camundongo e delimitadas por meio de uma lamina

com um orificio circular.

3.17.3 Perfusao

Os camundongos C57BL/6 foram sacrificados e tiveram o sistema porta- hepatico perfundido,
conforme técnica descrita por Smithers e Terry (1965). O mesentério ¢ o figado foram
separados através da ligadura da veia renal. A fim de permitir a passagem dos vermes a veia
porta foi seccionada. Em seguida, com o auxilio de uma agulha acoplada a um pipetador
automatico, uma solug¢do salina (NaCl 1,7%) contendo 0.05 U/mL de heparina foi injetada na
artéria aorta descendente, permitindo a perfusdo das veias mesentéricas e a coleta dos vermes

presentes. Os vermes adultos recuperados foram quantificados com o auxilio de lupa.
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3.17.4 Quantificacdo da atividade protetora

A avaliagdo da atividade protetora de cada grupo foi analisada segundo protocolo descrito por
Goes e Ramalho-Pinto (1991). Dessa forma, o nimero total de vermes adultos recuperados no
grupo de interesse (GI) foi comparado ao numero total recuperado no grupo controle,

imunizado com salina (GC), utilizando a férmula:

GC-GI
% de protecdo = — GC x 100

3.17.5 Andlise da produ¢do de anticorpos

Amostras de sangue de trés camundongos de cada grupo foram coletadas com a finalidade de
acompanhar o nivel de anticorpo IgG total produzido. O soro inicial, antes das imunizagdes,
foi coletado através de uma pequena incissdo na cauda dos animais. Da mesma maneira,
foram obtidas as amostras de sangues ap6s a Ultima imunizagdo e 15, 30 e 45 dias apds a
infec¢do. A separagao do soro foi realizada por meio da centrifugacdo das amostras na rotagao
de 400 g por 10 minutos. A monitorizacdo dos anticorpos foi feita pelo ensaio de ELISA (do
inglés “Enzyme-Linked Immunosorbent Assay”). Foi avaliada a reatividade dos anticorpos

produzidos frente a proteina fusionada SmRho/MBP e contra proteinas nativas de S. mansoni.

3.17.5.1 Preparagdo antigénica soluvel de verme adulto (SWAP)

Com o objetivo de determinar se as IgG produzidas sdo capazes de reconhecer proteinas
nativas de S. mansoni realizou-se ensaios imunoenzimaticos, nos quais as placas de
microtitulacdo foram sensibilizadas com SWAP. A fim de produzir o SWAP, camundongos
BALB/c foram infectados por via subcutanea com 120 cercarias do S. mansoni. Apés 45 dias
de infeccdo, os animais foram sacrificados e seu sistema porta hepatico perfundido usando
solugdo NaCl 1,7% contendo heparina 0,05 U/mL. Os vermes recuperados foram lavados
exaustivamente em PBS, sendo entdo estocados a —20°.C em volume minimo de tampio
(Goes et al., 1989). Cerca de 20 mL de vermes congelados foram triturados em Potter e
ultracentrifugados a 37.000 rpm, por 1 hora, a 4°C (ultracentrifuga Sorvall OTD5B). No

sobrenadante obtido foi feita a dosagem de proteina, segundo método de Bradford. Aliquotas
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foram armazenadas a -70°C, até o uso. O sedimento da primeira centrifugacdo foi levado a

uma segunda extragdo, seguindo o mesmo procedimento.

3.17.5.2 ELISA

Foi usada uma adaptagdo da técnica descrita por (Lunde et al., 1979), placas de microtitulagao
MaxiSorp™ Surface (Nunc) de 96 pocos foram sensibilizadas com lpg de Ag/poco, em
tampéo carbonato/bicarbonato 0,05 M pH 9,6, por 16 h & 4'C. Apos a adsorgdo do antigeno, as
placas foram lavadas com 0,15 M PBS contendo 0,05% Tween 20. O bloqueio foi realizado
com 1,6% caseina em 0,15 M PBS contendo 0,05% Tween 20 a temperatura ambiente por 1
hora. Seguiu-se nova lavagem e as solugdes de anticorpos especificos ou antisoros,
devidamente diluidos em 0,15 M PBS contendo 0,25% caseina, foram incubados a 37°C por 1
hora. Apo6s nova série de lavagens, as placas foram incubadas com o conjugado (Ig
camundongo conjugada a peroxidase) na diluicao de 1:10.000, por 1 h. Repetiu-se as lavagens
e as placas foram submetidas a solucdo reveladora contendo 2 mg de ortofenilenodiamino
(OPD) e 2 pl de H,O; 30v/v em 10 mL de tampao citrato pH 5,0. Para interromper a
revelagdo foram acrescentados 20 ul/pogo de H,SO4 5%. A leitura dos resultados foi feita
usando filtro de 492 nm, em leitor de ELISA. Ensaios sem Ag, mas com Ac e sem Ac, mas

com Ag foram feitos como controle de adsor¢ao inespecifica do conjugado.

3.18 Analise estatistica

Os dados apresentados representam pelo menos trés experimentos independentes e foram
expressos pela média + erro padrdo da média. A andlise estatistica foi realizada com o
Programa PRISM statistical software (GraphPad, San Diego, CA). Os grupos de dados foram
comparados usando one-way ANOVA. Valores de p < 0,05 foram considerados

estatisticamente significantes.
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4.1 Diferenciagéo de células tronco hematopoiéticas murinas em células dendriticas

Células tronco da medula 6ssea de camundongos foram cultivadas in vitro na presenca da
citocina GM-CSF para a obtengio das células dendriticas. Deste modo, em média, 1 x 10’
células foram obtidas da medula 6ssea de cada camundongo C57BL/6. As células foram
cultivadas por 10 dias, periodo no qual se considera que as células diferenciadas ainda
encontram-se imaturas e, entdo, se seguiu com a caracterizacao fenotipica. Para cada placa de
cultivo de 10 mm foram colocadas 3 x 10° células e, ao final do cultivo, obtinha-se em média

2,6 x 10° células dendriticas.

No primeiro dia de cultivo observou-se células com morfologia esférica regular enquanto no
terceiro dia de cultivo evidenciam-se a formagdo de grumos caracteristicos (figura 11). A
partir do sexto dia de cultivo visualiza-se o aparecimento de células de contorno irregular,
granulosos € com poucas projecOes laterais, caracteristicas tipicas de células dendriticas
imaturas, predominantes no décimo dia de cultivo (figura 12). As células foram caracterizadas
morfologicamente também por microscopia confocal no 12° dia de cultivo, quando foram

observados com maior nitidez os prolongamentos citoplasmaticos descritos (figura 13).

Figura 11: Morfologia celular no dia 0 de cultivo apresenta formato homogéneo arredondado enquanto que no
dia 3 ressaltamos a visualizagdo das células agrupadas caracterizando divisdo celular no centro da foto (seta).

Aumento de 400x
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DC 6 dias 4 t\ (& DC 10 dias
-

Figura 12: Morfologia celular a partir do 6° de cultivo apresenta pequenas projecdes laterais assim como
formatos irregulares que se tornam mais evidentes no dia 10 de cultivo (setas). Essas caracteristicas sdo

caracteristicas morfoldgicas tipicas de células dendriticas. Aumento de 400x

DC 12 dias

Figura 13: Microscopia confocal das células dendriticas obtidas a partir de células da medula 6ssea no 12° dia de
cultivo quando se encontram, além de diferenciadas, em um estado mais maduro. Nesse estagio aumenta o
nimero de prolongamentos citoplasmaticos tornando-os mais faceis de serem visualizados. .

4.2  Caracterizacdo das células dendriticas por citometria de fluxo

A andlise fenotipica foi realizada com anticorpos monoclonais. A expressao do marcador de
superficie CD11c, caracteristico de células dendriticas mieldides, foi evidenciada por meio da
ligacdo com FITC enquanto os demais anticorpos foram ligados a fluoresceina PE, permitindo
a dupla marcac¢do. Foram avaliados os marcadores das moléculas coestimulatérias CD40 e

CD86 além dos marcadores I-Ab (MHC II) e H-2Db (MHC ).
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Apos analise dos resultados constamos a diferenciagdo efetiva das células tronco em células
dendriticas. Dessa maneira, no 12° dia de cultivo, as células foram fenotipadas e comparadas
com células em que induzimos a maturacdo com o LPS. Confirmou-se a diferenciagdo pela
maior expressdo das moléculas coestimulatorias (figura 14) e do complexo MHCI e II,
caracteristicas de DC maduras (figura 15). Os dados foram plotados em graficos para melhor

visualiza¢do e comparacao (figura 16).

{3.24% 79,09% ' EBIEH{, 62,02%

7.56%%
25,62%

Figura 14: Analise fenotipica das células dendriticas obtidas a partir das células tronco. O marcador Cdllc ¢
caracteristico de DC mieldide e os marcadores CD86 ¢ CD40 sdo moléculas coestimulatdrias presentes nas

células apresentadoras de antigeno. A dupla marcagdo garante com segura a obtengdo da linhagem pretendida.
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Figural5: A confirmacdo fenotipica das células dendriticas é realizada com a dupla marcacdo do Cdllc frente

aos marcadores das moléculas do complexo MHC I (H-2Db) e MHCII (I-Ab).
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Figura 16: Comparagdo entre o fenotipo das células diferenciadas no dia 12 de cultivo com as células que foram

submetidas a maturacdo com LPS. Houve diferenca significativa (P < 0,05) apenas na marca¢do com CD11c/IA-

b.
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No dia 10 de cultivo confirmamos o estado imaturo das células pela menor expressdao da

molécula coestimulatéria CD86 comparadas ao observado nas células no dia 12. (figura 17).

Counts

10
CDEGPE

Figura 17: As células submetidas a diferenciagdo apresentam no dia 10 de cultivo (lilas) menor expressao da

molécula coestimulatéria CD86 quando comparada com as células no dia 12 (verde).

4.3 Teste de viabilidade e metabolismo celular

A atividade metabolica das células foi avaliada a partir do décimo dia de cultivo até o dia 12.
As células ativadas no dia 10 com LPS por 18 horas foram avaliadas juntamente com os
outros grupos. As cé€lulas no menor periodo de diferenciagdo (dia 10) apresentaram maior
atividade metabolica em relacdo aos demais grupos (figura 18). Todas as células

apresentaram-se viaveis (figura 19 e 20).
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Figura 18: O tempo de 10 dias foi definido como 100% de viabilidade e mostrou diferenga significativa (P <

0,05) entre os outros trés tempos avaliados. Ndo houve diferenca significativa entre os tempos de 11 dias, 12 dias

e nas células submetidas ao LPS.

Figura 19: Avaliacdo da viabilidade celular por meio da metabolizagdo do MTT. Os cristais de formazan (setas)

formados sdo indicativos da presenca de células viaveis. Aumento 200 x
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DC 10 dias+ LFS

Figura 20: Avaliacdo da viabilidade celular por meio da metabolizagdo do MTT. Os cristais de formazan (setas)

formados sdo indicativos da presenga de células viaveis. Aumento 200 x

44  Ensaio de fagocitose de esferas de latex conjugadas ao Isotiocianato de
Fluoresceina (FITC)

Células dendriticas, no décimo dia de cultivo, foram incubadas em estufa imida a 37°C,
durante 3 horas, com esferas de latex conjugadas a FITC. Apds a incubagdo e lavagem
colocou-se lodeto de Propideo (PI). Observou-se em microscopia confocal, a presenca de
esferas na regido citoplasmatica mostrando a capacidade fagocitica e viabilidade funcional
dessas células (figura 21). Como controle negativo, para garantir que a incorpora¢do das
particulas necessitava de uma agao ativa, foi incubado a 56°C, igual quantidade de células e
latex. A alta temperatura garante a inativacdo celular e dessa forma a auséncia de fagocitose

(figura 22).
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Figura 21: DCs observadas em microscopia confocal apos ensaio de fagocitose demonstrando a viabilidade
funcional dessas células produzidas a partir das células tronco murinas. Foi acrescentado lodeto de Propideo (PI)

para corar o nucleo e permitir a visualizaggo diferencial das particulas no citoplasma.

Figura 22: DCs submetidas a temperatura de 56°C a fim de inativa-las. Observam-se os nicleos corados com PI,

mas nenhuma particula fagocitada. Os beeds verdes ficaram todos restritos ao ambiente externo as células.
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4.5  Clonagem do gene da Rhol-GTPase de S. mansoni em vetor de expressdo de

células de mamiferos

4.5.1 Obtengdo do gene da Rhol-GTPase de S. mansoni
Apo6s a clonagem, selecdo de clones e purificagdo plasmidial realizou-se o sequenciamento

onde observamos a sequéncia completa codificadora da proteina de interesse. (figura 23).

ATGGCGAGTCGGTACTGTAAGAAACTTGTTATTGTTGGAGATGGTGCATGCGGGAAAACTTGTTTACTTATTG
TATTCAGCAAAGACCAGTTTCCCGAAGTTTACGTTCCTACTGTATTCGAAAACTATGTTGCAGATATCGAAGT
TGATAACAGACAAGTTGAATTAGCTCTCTGGGACACTGCTGGCCAAGAAGATTATGATGGGCTACGGCCACTT
TCTTATCCTGATACGGATGTAGTTCTGTTATGTTATAGTATTGACTCTCCCGATAGTTTTGCAAACATTGAGG
AAAAATGGTTACCAGAAATCCGTCATTTTTGTCCTGATGTTCCCATTGTCTTAGTTGGAAACAAAAAAGACTT
ACGACATGACGAGGCTACAAAGAATGAGCTACACAGAACCAAACAACTTCCTGTCACTTTTAAGCGAGGGTAA

Figura 23: Sequéncia nucleotidica da SmRho clonada no vetor pMal-c2X.

4.5.2 Amplifica¢ao do gene da Rhol-GTPase de S. mansoni
A sequéncia codificadora da SmRho tem o tamanho de 581 pares de bases (pb) e, pelo gel de
agarose a 1%, foi possivel confirmar a sua amplifica¢do e imediatamente realizar a ligagcdo no

vetor de expressao determinado (figura 24).

Figura 24: Amplificagdo da SmRho pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR). M indica a canaleta contendo o
padrdo de peso molecular de 100 pb (Invitrogen), 1 indica a canaleta contendo a reagdo de amplificagdo com o

tamanho aproximado de 581 pb ¢ 2 indica o controle negativo da reacéo.
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4.5.3 Clonagem no vetor de expressao de células de mamifero
A analise dos clones foi realizada por meio da PCR (figura 25) e pela utiliza¢ao das enzimas

de digestao Apal e Kpnl (figura 26).

M B ClI C2 C3*C4 C5 Co6 C7 C8 C9 Cl10 Cll1 CI2 C13 C14 C15 Cl6

Figura 25: Detecgdo por PCR dos clones positivos obtidos na clonagem da sequéncia SmRho no vetor de
expressdo NT- GFP fusion TOPO TA. M: padrio de peso molecular de 1Kb plus (Fermentas). B: controle

negativo da reacdo. C1 a C16: clones testados. Todos os clones avaliados foram positivos.

NC4 DC4

5000 pb —»

500 pb —»

Figura 26: Confirmagao de alguns dos clones positivos obtidos através de digestdo com as enzimas Apal e Kpn.
M: padrdo de peso molecular de 1 Kb plus (Fermentas). NB: controle negativo da reagdo (pMal-c2X/SmRho)
ndo digerido. DB: controle negativo digerido. NC1 a NC4: clones 1 a 4 ndo digeridos. DC1 a DC4: clones 1 a 4

submetidos a digestdo. Todos os clones avaliados foram positivos.
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4.5.4 Sequenciamento

Os clones 1 a 4 foram analisados por sequenciamento. Avaliou-se, além da presenca da
sequéncia codificadora da SmRho, o alinhamento correto no vetor de expressdo no qual foi
inserido. A sequéncia codificadora da proteina GFP apresentou-se em frame, conforme o
objetivo proposto, e dessa forma, a expressao da proteina de S. mansoni pdde ser
indiretamente visualizada em microscopia pela fluorescéncia verde emitida pela GFP. (figura
27). A homologia de todos os clones foi avaliada pelo pareamento com sequéncias
depositadas no banco de dados NCBI/BLAST. O clone 1 apresentou a maior homologia
(99%) e foi utilizado nos procedimentos posteriores sendo denominado de SmRho/TOPO.

(figura 28)

Clone | Forward

AAAACGCCCCGEACCOOC TICCETCC T C A G T A T e TEC T G CATTACACATGCCATCCATGAGCTCTA
CAAAAGCGETTCCOEACCEGTGCTAGCGETACCGAGCTCGEATCCACTAGTCCAGTGTGGTGEAATTGCCCTTATCL
COAGTGCGGTAC GTAAGAAC TTGTTATTGTTGEAGATGETCIATGOGEGAAAACTTGTTTAC TTATTGTATICAGC A
AAGACCAGTTTCCCGAAGTTTACGTTCC TACTGTATTCGAAAACTATGTTGC AGATATCGAAGTTGATAACAGAC AAG
TTGAATTAGC TCTCTGGEAC AL TGCTGECCAAGAAGATTATGATGGECTACGGECC ACTTIC TTATC CTGATAC GRATG
TAGTTCTGTTATGTTATAGTATIGACTCTCOC GATAGTTTTGCAAACATTGAGGAAAAATGGTTACCAGAAATCCGTC
ATTTTTGTCCTGATGTTCCCATTIGTC TTAGTTGGAAAC AAAAAAGACTTACGACATCACGAGECTACAAAGAATGAGT
TACACAGAACCAAACAACTTCC TGTCACTTTTAACGAGGGTAAACAAGTAGC TGAAAAGATTTC TG TIATGCC TTCT
TTGAGTGTTCAGCTAAGACCAAGGAAGGAGTCAGCGATGTTTTCGTAGCAGC TAC TC GAGLCGL CTCGAATTCAGCG
AAGAAGAAGAGGAGGAGETGTGATTTAATTTIGAAAGGECAATTCTGCAGATATC CAGCAC AGTGECGGC COGCTCR
AGTCTAGAGGGCCCGTTTAAACCCGCTGATCAGCCTC GACTETGL CTTCTAGTIGC CAGCCATC TGTTGTTTGLCCCTC

CCCCGTGLCTCCTTGACC CTGGAAAGTGCCACTCC ACTGTCCTTTCC AAATAAAATGAGEAAATTGCATCGCAATTGT
CTGAGTATGTGTCATCTTATT

Figura 27: Sequéncia nucleotidica do clone SmRho/TOPO. Em verde esta assinalada a sequéncia codificadora da

proteina GFP e em amarelo o inicio e término da sequéncia da RHO1-GTPase.
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CLONE 1 FORWARD
Soore= 1104 bits {3747, [dentities = 578/580 (39%4), Gaps = (/530 (1%4)

Bhol 1532 AIGECGAGIGOGELACCIARGRRARCTIGITATTGITERACGRTIGEIGCATEOREEARARCT 211

frrrrrrrrrrrrrrrerrrereerrerrrerrrrrrrrrrererenrmrrrrerrennn
ATGECEACTECGETACCTAACGARAACTIGITATTIGI TCEAGAT GEFIGCATEOEEEARAACT €6

=1

Eank

Fhel 212 TGEITTACITATTCIATTCAGCRARRGACCACTITCCCERAACTITACSITCOCTACTIGTATTC Z71
frrrrrrrrrrrrrrrerrrereerrerrrerrrrrrrrrrererenrmrrrrerrennn
Bank &7 TGEIITACITATTGIATTRGECARAGACCAGTTTCODEAGTITACEITOCTACTZTATIC 126

Bhol 272 GRARARCTATGITGCAGATATCERACGTIGATAACAGACRRCTIGAANTTAGITCICIGEEEAC 331

frrrrerrrrrrrrrrerrrerrerrerrrrrerrrnrrrrrrerenr e
Bank 127 GAAAACTATGITGCAGATATCERAAGTIGATAACAGACRAGTIGAATTAGCTCICIGERAC 1BE

Bheol 3232 ACTECIGECCARGRACGATTATERTECEECIACGECCACTTTOITATOCTEATATEERTETAE 251

frrrrerrrerrrrrrerrrerer reerererrrrrrrrrererenrmrrrrermeenn
Bank 187 ACTGECIGECCARGARAGATTATERTACECTACGEOCACTTTICITATCCTGATACEERATETA Z4E

Bhol 352 GIICIGIIATGITATAGIATTERCICICCCGATACGTITITERAACATTGAGCAARBATEE 451

frrrrrrrrrrrrrrrerrrereerrerrrerrrrrrrrrrererenrmrrrrerrennn
Bank 247 GITCIGITAIGITATAGIATITERCICICOOEATACITITCGRAACATTFRCGEAAARATEE 20E

Fhol 452 TIACCAGARRTCCOGICATITITCICOCIGATGITCCCATTCICITACTTCGEAAATRRARRR 511

PERETrrrrrr e e rerrrrrenrrnrrerrrnnn
Bank 307 TIACCAGARRTCCOGICATITITGLOCIGATEITCCOCATTEICITAGTITGEAAACRRARAR 3EE

Bhol 512 GACITACGACATGACGAGECTACARACGAATGAGCTACACRAEACCRAACRACTICLIGIC 571

frrrrrrrrrrrrrrrerrrereerrerrrerrrrrrrrrrererenrmrrrrerrennn
Bank 2367 GACITACGACATGACGAGECTACARAGARRTEAGCTACRCAGACTRARMCRACTICOCIEIC 426

Bhol 572 ACTITITAACCAGGECTAAARCRRCTAGITCGAAMRAGATTTCICECITATECCTIICITIGAETET £21

frrrrrrrrrrrrrrrerrrereerrerrrerrrrrrrrrrererenrmrrrrerrennn
ACTTITTARCGAGECETARACARCTACGITGARARGATTICIGCITATROCTICITIGACETET 46 €

=1

Bank 22

Bhol €32 TCAGCIAAGRCCARAGEARGEAGTCRCGCGATEITITCSIAGRECTACTORAGICEOCTCE €51
frrrrerrrerrrerrerrrernerrerrreererrnrrerrrernnrrerraenrnen 1
Bank 487 TCAGCIAAGRCCAAGCEAACCACTCRACCGATCITITCSIAGCRGCTACICRAGOCGOTITE S4E

Fhol €52 ARTTCAGCGRAGAAGAAGACEAECACCTGTIGATITARTTIT 73l

frrrrerrrrrrrrrrerrrereerrerrrerrerenenn
Bank 547 AARTTCAGCGRAGRAAGARCACCERECRCETGTGATITARTTIT SHE

Figura 28: Pareamento do sequenciamento do SmRho/TOPO com sequéncia homologa obtida no banco de dados

do NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

4.6  Transfeccdo transiente de células de mamifero com DNA plasmidial através de

nanoparticulas de quitosana

4.6.1 Ligagdo do DNA a quitosana

O grafico obtido por K. Corsi e colaboradores (2003) relativo a capacidade da quitosana se
ligar ao DNA foi usado como base nesse experimento (figura 29). Nele observa-se que nas
concentragdes de quitosana de 0,01% a 0,05% héa uma alta porcentagem de ligagdo ao DNA,

independente do peso molecular desse polimero utilizado.
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Figura 29: Efeito do peso molecular e concentragdo de quitosana na porcentagem de DNA ligado. Fonte: K.

Corsi et. al., 2003

As seguintes porcentagens das concentragdes de quitosana foram testadas em relagcdo a
capacidade de ligagdo ao plasmideo SmRho/TOPO: 0,01; 0,02; 0,05 ¢ 0,5. A andlise foi feita
em gel de agarose 1%. Dessa forma o DNA nao complexado ¢ visualizado no gel enquanto a
ligacdo completa da quitosana-DNA permanece na canaleta de aplicagdo, incapaz de penetrar
no gel, devido ao tamanho da nanoparticula formada. Na concentracdo de 0,01% observou-se
uma quantidade minima relativa de DNA ndo ligado enquanto em todas as outras

concentragdes a complexacao foi totalmente efetiva (figura 30).

M c 0,01 002 005 05

6557 pb =

Figura 30: Visualizagdo por gel de agarose da complexacao quitosana-DNA. O
marcador (M) usado foi o lambda Hind III. O controle (C) corresponde ao
plasmideo SmRho/TOPO nZo ligado. Na porcentagem de quitosana 0,01%
observa-se DNA ndo ligado que foi capaz de penetrar no gel. Por outro lado

nas concentracdes de 0,02%, 0,05% e 0,5% a formagdo da nanoparticula

fusionada foi completa.
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4.6.2 Transfec¢ao do DNA ligado a quitosana nas células dendriticas
Foi avaliada a capacidade de transfec¢ao das particulas quitosana-DNA produzidas a partir
das concentragdes de 0,02; 0,05 e 0,5% de quitosana. Em microscopia confocal observou-se

que nenhuma das concentragdes foi capaz de transfectar eficientemente as DCs (figura 31).

g

GFP 0,02% GFP 0,05% GFP 0,5%

Figura 31: Transfecg¢do com a quitosana em diferentes concentragdes nao foi eficiente em células dendriticas.

4.7  Transfeccdo transiente de células de mamifero com DNA plasmidial usando

Effectene

As concentragdes de SmRho/TOPO para transfec¢ao nas células HEK foram 400 ng, 1000 ng
e 2000ng. A maior quantidade de DNA testada foi descartada, pois induziu morte celular

exacerbada (dados nao mostrados). A maior eficiéncia de transfeccao foi obtida com 1000ng

de DNA (figura 32).
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EFL000

EF1000

Figura 32: Células HEK transfectadas usando “Effectene Transfection Reagent”. O controle (CTRL) ¢
representado pela linhagem celular submetida a0 mesmo tempo de incubagdo e igual quantidade de células
plaqueadas, mas sem serem transfectadas. Visualizamos maior eficiéncia no grupo em que foi colocado 1000 ng

de DNA (EF1000) quando comparadas ao grupo de 400 ng (EF400). Aumento 200 x

4.8  Transfeccdo transiente de células de mamifero com DNA plasmidial usando

GenelJuice

O plasmideo SmRho/TOPO foi inserido nas células HEK fusionado ao vetor ndo viral nas
quantidades de 200 ng, 400ng, 1000ng e 3000ng. A maior eficiéncia de transfeccdo,
visualizada no microscopio de fluorescéncia, foi obtida com a maior concentragdo de DNA
testada (3000 ng) (figura 33). Os dados obtidos por citometria de fluxo foram plotados em
grafico de barras para a comparagdo da eficiéncia entre a transfec¢do com o “Effectene
Transfection Reagent” versus “GeneJuice Transfection Reagent” (figura 34). Pela analise da
fluorescéncia no citdometro, confirmamos os resultados prévios da visualizagdo por
microscopia onde observamos que o vetor ndo viral Geneluice foi consideravelmente mais

eficiente.
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GJ100 GJ3000

GJ200 GJ3000

Figura 33: Transfecgdo de Células HEK através do “GeneJuice Transfection Reagent”. A maior taxa de
transfeccao foi observada na concentragdo de 3000 ng de DNA (GJ3000) comparada a 200 ng de DNA (GJ200).

No controle (CTRL) ndo foi observada nenhuma fluorescéncia. Aumento 200 x

2014 *
Bl Effectene

= B GenelJuice
E 154
g *
2 104
=
E N
S

CTRL 400 1000 200 400 1000 3000
Concentracio de DNA (ng)

Figura 34: Comparacdo da eficiéncia de transfeccdo de dois vetores ndo virais por meio da quantificacdo da

fluorescéncia na citometria de fluxo.
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4.9  Analise da presenca do gene da SmRho nas células transfectadas

A reacdo em cadeia da polimerase confirmou a presenca do gene codificador da proteina

Rho1-GTPase de S. mansoni nas células transfectadas (figura 35).

500 pb —»

Figura 35: Amplificacdo da SmRho extraida das células HEK transfectadas. Observa-se a presenga do gene de
interesse visualizado indiretamente pela microscopia de fluorescéncia. M corresponde ao marcador 100 pb, B

refere-se ao controle negativo da reagdo e CELL corresponde ao DNA extraido da célula.

4.10 Transfeccdo transiente em DCs

Ap6s a otimizagdo da metodologia com as células HEK procedemos a transfeccio das células
dendriticas por meio da metodologia GenelJuice, por ter sido constatado sua maior eficiéncia
de transfec¢do. Dessa forma o mesmo protocolo foi seguido e, por microscopia confocal, foi
possivel observar o sucesso da padronizagao (figura 36). A viabilidade das DCs transfectadas
foi comprovada pelo ensaio de metabolizacdo do MTT e visualizada pela microscopia otica a

partir da formagao dos cristais de formazan (figura 37).
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Figura 36: Células dendriticas transfectadas com 3000ng de DNA utilizando o “Geneluice Transfection
Reagent”. A visualizaggo € realizada no confocal e o controle esta representado pela fotografia superior enquanto

a DC transfectada ¢ visualizada no conjunto de fotografias inferiores.

Figura 37: MTT das células dendriticas transfectadas. A formacdo dos cristais de formazan (setas) permite a

confirmagdo da manuten¢do da viabilidade celular ap6s terem sido submetidas a transfecgdo. Aumento 200x
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4.11 Producdo da proteina Rhol-GTPase de S. mansoni em sistema procarioto

Escolhidos aleatoriamente, 13 clones foram testados pela PCR e o resultado foi evidenciado

no gel de agarose (figura 38). A banda de 581 pb corresponde a amplificacdo do gene de

interesse Rho1-GTPase.

Figura 38: Analise por PCR de alguns dos clones obtidos apés transformagdo de bactérias E. coli BL21. M
representa o marcador de peso molecular 100 pb enquanto C1 a C13 representam respectivamente os clones 1 a
13.

O peso molecular esperado para a proteina de fusdo ¢ de aproximadamente 62 kDa (MBP
42,7 kDa + SmRho 19,4 kDa). Os clones denominados como 7 ¢ 8 foram submetidos a
expressdo em pequena escala e ambos expressaram a proteina fusionada Rho/MBP (figura

39).
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SmRho/ >

=\ 66,2 kDa
MBP -

Figura 39: Mini-expressao dos clones 7 (esquerda) e 8 (direita) do plasmideo pMal-c2X contendo SmRho. M ¢ o
marcador do peso da proteina. As amostras foram coletadas antes da indug@o da expressdao (Oh) e nos tempos de
1h, 2h, 3h e 4h apos ter adicionado o IPTG. As bactérias foram lisadas para separar as proteinas soluveis que
permanecem no sobrenadante, das insoluveis que ficam retiradas no pellet (P). O controle negativo (CN) foi a
bactéria BL21 que ndo possui nenhum plasmideo inserido. Em vermelho estd assinalado o tamanho

correspondente a proteina fusionada.

Foram observados sete clones por Western Blot e em todos se observou o reconhecimento

acentuado na regido correspondente a proteina fusionada (figura 40).

SmRho/
MBP

Figura 40: Western Blot dos clone 1, 2, 3, 6, 7, 8 ¢ 9 mostrando o reconhecimento da proteina fusionada pelo
anticorpo policlonal produzido em camundongos. Em vermelho estd assinalado o tamanho correspondente a

proteina fusionada, realgando o maior reconhecimento dessa frente a outras.
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O clone 8 foi selecionado para continuagao experimental e assim foi realizada a sua expressao
em grande escala e posterior purificagao pela coluna de amilose (figura 41). Esse clone foi
denominado como pMal/SmRho 8. Observou-se que a purificagdo eliminou proteinas
bacterianas permanecendo apenas a proteina correspondente ao peso molecular da proteina
fusionada, assim como fragdes menores até o minimo relativo ao tamanho da MBP isolada.
Esse padrao ¢ compativel com o esperado ja que a proteina MBP ¢ mais estavel e pode ter
ocorrido expressdo incompleta da proteina SmRho e/ou degradagdo durante o processo de

purificagao.

M E1 E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 EI0 E11 E12 E13 E14 E15 E16 C

SmRho/
MBP —* - .
MBP —» .

Figura 41: Visualizacdo por gel de poliacrilamida de cada fragdo eluida durante a purificagdo da proteina
SmRho/MBP. M refere-se ao marcador de peso molecular de proteina. As fragdes eluidas 1 a 16 sdo
representadas respectivamente de E1 a E16. O controle (C) usado foi uma fracdo da expressio protéica que ndo
foi submetida a purificagdo mostrando todas as proteinas bacterianas retiradas pela passagem na resina de

amilose.

A fim de obter a proteina SmRho isoladamente submeteu-se a fracdo eluida 12, apods
dosagem, a clivagem com fator Xa durante 2, 4, 8 ¢ 24 horas. A partir de 8 horas foi

observada uma separagdo completa das fragoes MBP e SmRho (figura 42).
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M  2h 4h 8h 24h C

I

SmRho/MBP —»

MBP —

SmRho —» —

Figura 42: Gel SDS demonstrando a clivagem da proteina fusionada a partir da enzima fator Xa. Os tempos em
que foram submetidos ao processo de isolamento estdo demonstrados nas canaletas respectivas 2h, 4h, 8h e 24h.
O marcador de proteina (M) foi colocado na primeira canaleta e o controle (C) utilizado foi uma fragdo da
mesma proteina ndo submetida a enzima. Em vermelho estd assinalado o tamanho correspondente a proteina

fusionada, em amarelo o tamanho relativo a MBP isolada e em verde a SmRho.

Na tentativa de produzir em grande escala a proteina isolada SmRho, nova expressdo foi
realizada assim como uma purificacdo na coluna de amilose com modificagdes. Dessa forma,
apos a ligacdo da proteina SmRho/MBP na coluna, seguida de lavagem para retirada das
demais proteinas bacterianas, ndo foi realizado o procedimento normal de elui¢ao. Procedeu-
se a inoculagdo no sistema da enzima fator Xa. A clivagem ocorreu por 48 horas. Dessa
maneira, apenas a MBP permaneceria ligada e a SmRho poderia ser eluida primeiramente por
meio da passagem de tampao de coluna. A solucdo contendo maltose seria usada
posteriormente pra eluicdo da MBP. No entanto, foi verificado que na primeira elui¢ao era
retirada, também, a proteina MBP sendo dessa forma impossivel separar essas duas fragdes
por tal metodologia. Para realizar a imuniza¢do com a proteina SmRho foram usadas fragdes
obtidas a partir do gel SDS. A fim de estimar a concentragdo da proteina que seria usada na
imunizacdo, foi preparado um gel com concentra¢do gradativa conhecida de proteina BSA

para comparacao (dados nao mostrados).
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4.12 Avaliacdo da resposta imune protetora dos camundongos vacinados frente a

infeccdo desafio com cercérias

4.12.1 Quantificacdo da atividade protetora

Apo0s a contagem dos vermes adultos recuperados foi determinada a atividade protetora contra
a esquistossomose conferida por cada grupo testado. Revelou-se que as células dendriticas
transfectadas tiveram uma taxa de prote¢do de 56,3%; ou seja, maior que todos os outros
grupos avaliados. A recuperagdo dos vermes nos grupos que receberam o plasmideo
SmRho/TOPO, a proteina SmRho ou apenas as DCs foi também reduzida em relagdo ao

controle de solucdo salina (figura 43).
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Figura 43: Capacidade protetora induzida contra a esquistossomose de cada grupo estudado, apos 45 dias de

infecgdo.
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4.12.2 Analise da producdo de anticorpos

Os testes revelaram a produgdo de anticorpos IgG total dos grupos imunizados. Os resultados
da figura 44 mostram a reatividade dos anticorpos produzidos, apos 15 dias da infec¢do
desafio, contra a proteina fusionada SmRho/MBP. Os ensaios imunoenzimaticos com o
objetivo de determinar se as IgG produzidas sdo capazes de reconhecer proteinas nativas

(SWAP) de S. mansoni estdo demonstrados na figura 45.
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Figura 44: Respostas de IgG total contra SmRho/MBP. Placas de 96 pogos apropriadas para ELISA foram

sensibilizadas com a proteina fusionada purificada, para posterior reacdo com soros de camundongos C57BL/6

imunizados.
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Figura 45: Respostas de IgG total contra SWAP. Placas de 96 pocos apropriadas para ELISA foram

sensibilizadas com 1,0pg/poco de SWAP, para posterior reagdo com soros de camundongos C57/BL06

imunizados.
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Discussdo

A esquistossomose permanece como um problema significativo em muitos paises tropicais
em todo 0 mundo. Embora mecanismos de controle estejam atualmente disponiveis em varias
areas endémicas, uma vacina que ofereca perspectivas de evitar a transmissdo e reduzir o0s
efeitos patoldgicos da infeccdo seria uma ferramenta valiosa para complementar os programas
preventivos e representaria uma estratégia mais pratica do que a quimioterapia. Entretanto,
enguanto muitos antigenos candidatos tém sido descritos e testados em varios modelos
animais, niveis insuficientes de protecdo obtidos para alguns deles tém levado os
pesquisadores a repensar o conceito de vacina na esquistossomose (Katz, 1999). Dentro desse
contexto, foi proposta nesta dissertacdo o desenvolvimento de uma nova estratégia para o

desencadear da imunidade protetora contra a esquistossomose.

As células dendriticas tém sido usadas recentemente como vetor na construgdo de vacinas
contra diversas condi¢des patoldgicas e os resultados apresentados até agora se mostraram
promissores. Visto a importancia das DCs na inducdo da imunidade protetora atraves de

imunizacdo genética, propomos a sua utilizacdo como vacina celular contra o S. mansoni.

Para a realizagdo dos objetivos, 0 primeiro passo constituiu na obtencdo das células
dendriticas a partir de células tronco murinas. A medula 0ssea possui duas populacdes de
células-tronco que coexistem de maneira funcionalmente interdependente: as células-tronco
de estroma de medula Ossea, com capacidade de aderéncia, e as células tronco
hematopoiéticas, ndo aderentes a placa de cultivo. As celulas tronco de estroma, também
denominadas mesenquimais, sao capazes de formar condroblastos, osteoblastos, células
endoteliais e adipdcitos (Morales, 2007). Por sua vez, a linhagem hematopoiética é capaz de
originar os progenitores mieldides e linfoides que correspondem as células de interesse desse
estudo.

As células dendriticas mieldides podem ser originadas a partir das células hematopoiéticas
com a incluséo da citocina GM-CSF no meio de cultura celular. Foi constatado que pequenas
manipulagdes e sutis interferéncias como a quantidade de células plaqueadas, a manutencédo
da placa utilizada durante o cultivo e cuidados durante a troca do meio, sdo essenciais para a
obtencdo da linhagem desejada. Além disso, por andlise fenotipica, comprovou-se que, a

partir do décimo dia de cultivo, as células ja sdo consideradas DCs imaturas. No entanto,
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depois desse tempo, devido a manipulacdo e a sensibilidade a maturacdo, essas células
mudam o fendtipo impossibilitando ensaios que necessitariam de caracteristicas do seu estado

inicial.

Em relacdo a seu estado maduro as DCs obtidas no décimo segundo dia de cultivo foram
comparadas as células em que se induziu a maturacdo com LPS. Por meio da analise de
citometria de fluxo observou-se perfil semelhante entre os dois tipos. No entanto, observou-se
diferenga significativa na expressdo das moléculas do MHCII. A resposta a estimulos
bacterianos como o LPS estimula o processamento do antigeno junto ao MHCII para
apresentacdo aos LT CD4 (Wu e Liu, 2007). Em contraste, a maturacdo decorrente somente
do tempo de cultivo é devida, provavelmente, aos estimulos de contato fornecidos pela
manipulacdo. Dessa forma, ha uma expressdo aumentada das moléculas coestimulatdrias, mas

ndo ha um reconhecimento e apresentacgdo efetiva de um antigeno conhecido.

As células diferenciadas foram avaliadas, ainda, quanto a sua viabilidade e perfil metabdlico
por meio do ensaio de MTT. Nesse resultado foi demonstrado que, apesar de todas as células
estarem viaveis, hd uma diferenca estatisticamente significativa na metabolizacdo celular do
décimo dia quanto aos outros grupos avaliados (dias de cultivo 11, 12 e células com
maturacdo induzida). Esses dados sdo explicados pelo estado funcional imaturo das células

nesse primeiro momento, corroborando com os dados fenotipicos apresentados.

A caracterizacdo final das DCs foi seguida pela analise de sua funcionalidade. Para isso
realizou-se o ensaio de fagocitose em que esperdvamos que, como APC, fossem capazes de
realizar efetivamente a incorporacdo de microparticulas marcadas. Na microscopia confocal
demonstrou-se sua capacidade funcional sendo visualizada a presenca de varios beads em
uma mesma celula. No controle, que consistiu de igual linhagem celular inativada, nao foi
observado nenhuma incorporacdo, garantindo que esse procedimento necessitava de processo

ativo da célula.

Apés a caracterizacdo fenotipica e funcional das DCs partimos para a construcao genética a
ser inserida nessas células. O cDNA escolhido foi o correspondente a proteina Rhol-GTPase.

Evidéncias como a expresséo elevada de Rhol-GTPase em parasitas adultos de S. mansoni e
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hipdteses da sua participacdo em processos de maturacdo, assim como da sua importancia no
processo imunoldgico contra a esquistossomose incentivaram nosso estudo (Goes, 2003;
Vermeire et al., 2003). Com o objetivo de expressar o cDNA determinado foi necessaria a
clonagem em um vetor apropriado e o utilizado foi o NT- GFP fusion TOPO TA. Reacdes de

PCR, digestdo enzimatica do plasmideo e seqiienciamento confirmaram a clonagem.

O proximo passo foi a insercdo, nas DCs, do plasmideo SmRho/TOPO construido.
Atualmente, a terapia genética utiliza dois tipos principais de entrega de genes denominados
vetores virais e vetores ndo virais. Os vetores ndo virais, representados principalmente por
métodos quimicos de transferéncia de genes, apresentam diversas vantagens sobre 0s virais,
ressaltando sua seguranca imunoldgica e a facilidade de producdo. Dentre os principais tipos
de metodologias ndo virais estdo 0s lipossomos catibnicos e as nanoparticulas como a
quitosana. Nesse trabalho além de testar esses dois métodos, inseriu-se a comparagdo com um
método recente de introducédo da sequéncia génica que € baseado na utilizacdo de proteinas da
matriz celular. A padronizacdo desse tipo de vetor mostrou-se dispendiosa nas DCs por
motivos previamente conhecidos na literatura como: (1) a utilizagdo de cultura priméria na
transfeccdo com vetores ndo virais apresenta baixa eficiéncia e (2) como toda APC, a DC tem
a capacidade de processar o antigeno tornando a visualizagdo da proteina fluorescente
comumente breve e de dificil analise. Para minimizar esses problemas foram usadas as células

HEK em alguns experimentos.

O método baseado em nanoparticula escolhido foi a partir da utilizacdo da quitosana. A
quitosana é um polimero natural de crustaceos que despertou interesse na pesquisa de
producdo de vacinas devido a caracteristicas como biocompatibilidade, baixa
imunogenicidade e minima citotoxicidade. (Corsi et al., 2003). De fato, estudos tém mostrado
que nanoparticulas de quitosana e DNA podem ser formadas devido a carga catidnica do
polimero ser capaz de ligar a carga negativa dos plasmideos (Lee et al., 1998). No entanto,
atualmente, a eficiéncia de transfeccdo usando tal complexo ainda é baixa e, apesar de
esperarmos que pudesse ser aumentada pela capacidade fagocitica das DCs, ndo apresentou
resultados satisfatorios. Pela analise em microscopia confocal ndo foi visualizada nenhuma

porcentagem de transfeccdo eficiente a partir do uso dessas microparticulas.
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O segundo tipo de vetor testado tem sido extensivamente usado e baseia-se em lipideos. Essa
técnica consiste, geralmente, na formacdo de micelas contendo o DNA condensado em seu
interior que possibilita a internalizacdo da sequéncia genética na célula. O Effectene é um
exemplo dessa classe de vetores e seus resultados mostraram baixa eficiéncia quando testados
com células HEK e com células DCs (dados ndo mostrados). Além disso, foi observado que a

terceira metodologia testada (GeneJuice) era mais eficiente para ambas as celulas.

O GeneJuice é composto de uma proteina celular atéxica e uma pequena quantidade de uma
poliamina. A compactagdo do DNA e a neutralizagdo da sua carga sdo facilitadas por tal
formulacédo, e promovem a passagem do complexo atraveés da membrana celular. A poliamina
é capaz de promover, também, a endocitose do complexo GenelJuice-DNA. Entretanto, o
mecanismo exato de transfeccdo ndo € completamente esclarecido. Foi observado pela
microscopia confocal uma taxa de transfeccdo de cerca de 4 a 7% apds 72 horas com esse
reagente nas células dendriticas. Usualmente, essa incidéncia seria considerada baixa, mas
levando-se em consideracdo a linhagem celular padronizada pode-se ressaltar o sucesso da

metodologia.

Apds a obtencdo de celulas dendriticas viaveis contendo a sequéncia génica SmRho,
confirmada por PCR, foram realizados os ensaios de protecdo contra a esquistossomose. A
resposta das células dendriticas frente a complexidade do ciclo do S. mansoni € pouco
compreendida (Perona-Wright et al., 2006). A interacdo entre o parasita e a DC comega com
0 reconhecimento de determinados componentes antigénicos encontrados pelo hospedeiro.
Entretanto, todas as fases do ciclo de vida de S. mansoni produzem uma gama complexa de
moléculas (proteinas, hidratos de carbono e lipidios), algumas das quais tém sido
extensivamente caracterizadas e poderiam ser consideradas potenciais candidatas para
reconhecimento inato durante a infeccdo (Pearce, 2003). Apesar de muitos anos de pesquisa,
ainda ndo foi possivel identificar com sucesso uma vacina candidata entre estas moléculas.
Visto isso, objetivou-se comparar a protecdo fornecida pela DC modificada e pela proteina
SmRho, principalmente porque de ambas o potencial protetor € desconhecido.

Com o objetivo de produzir a proteina SmRho, realizou-se a clonagem no plasmideo pMal-

c2X. Seguiu-se reacOes de PCR, expresséo em pequena escala e western blot que
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confirmaram a presenca da sequéncia de interesse e expressdo da proteina fusionada
SmRho/MBP. A purificagdo por coluna de amilose e clivagem com enzima fator Xa foi
realizada para a obtencdo da proteina pura SmRho. No entanto, observou-se que, mesmo apos
ter sido submetido a varias horas de contato com a enzima em coluna apropriada, no momento
da primeira eluicdo, era eluida a SmRho isolada e fragGes consideraveis da proteina MBP, que
deveria ficar retida. Visto isso, essa metodologia mostrou-se inviavel e as imunizagdes com a

SmRho foram realizadas a partir das fracGes separadas obtidas pelo gel de poliacrilamida.

Apos obtencdo das DCs diferenciadas e modificadas; do plasmideo SmRho/TOPO, capaz de
expressar em células eucariotas, e da proteina SmRho procedeu-se as imunizagfes usando
como controles solucdo salina e adjuvante. A andlise da inducdo da imunidade, conferida
pelos grupos, foi realizada inicialmente pela avaliacdo do perfil de producéo dos anticorpos
1gG seguida pela avaliagéo do perfil protetor de cada vacina testada.

O primeiro resultado de reatividade dos anticorpos foi realizado com a sensibilizacao da placa
de ELISA com a proteina fusionada SmRho/MBP. Os soros de animais referentes a
inoculacdo das DCs ndo revelou a producdo de imunoglobulinas totais assim como no pré-
imune. No grupo em que foi inoculado o plasmideo observou-se a producdo de anticorpos
sugerindo a captacdo desse DNA por células APC do animal que foram capazes de processar
e apresentar o antigeno estimulando a producgéo de anticorpos pelos LB. A maior producao de
IgG total foi induzida pela inoculagdo da proteina SmRho. Para garantir que a reatividade
observada ndo era em funcdo da producdo de anticorpos anti-MBP, a placa foi sensibilizada
com a proteina MBP pura. No entanto, mesmo tendo sido observado a presenca desses
ultimos anticorpos eles estdo em menor proporcdo. Dessa forma, concluiu-se que, apesar de
haver producdo de anticorpos anti-MBP, ha uma producdo consideravel de anticorpos anti-
SmRho.

Com o objetivo de determinar se as IgG produzidas seriam capazes de reconhecer proteinas
nativas de S. mansoni avaliou-se a reatividade do soro dos animais imunizados frente ao
SWAP. Contrério ao resultado anteriormente descrito, a maior reatividade foi observada nas
DCs transfectadas. Isso significa que essas células foram capazes de produzir anticorpos

contra o agente infeccioso mas ndo foram detectados no ensaio com a proteina fusionada
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devido a presenca da MBP em maior quantidade, que reduz a regido de reconhecimento
estérico da SmRho. Nesse caso, apenas altas concentracdes de anticorpos anti-Rho séo
detectados. Nos demais grupos nédo foi observado diferenca entre o grupo controle pré-imune,
demonstrando que o reconhecimento é especifico para a SmRho. Além disso, podemos inferir
que pequenas quantidades de MBP, no gel que foi imunizado os camundongos do grupo
denominado como proteina, induziram a potencializacdo da producdo de anticorpos por ser

essa proteina ligadora de maltose também imunogénica.

A Ultima andlise foi o perfil protetor contra a esquistossomose. Os grupos controle PBS e
adjuvante (C. parvum + [Al (OH)3] ) néo apresentam resposta imune protetora, conforme o
esperado. Observou-se protecdo, de 37%, no grupo em que foi inoculado apenas DCs,
sugerindo o papel adjuvante protetor dessas células conforme descrito na literatura (Nencioni
et al., 2008). O plasmideo de expressdo em células eucariotas construido induziu protecdo de
52%, possivelmente a partir da sua incorporacdo a células musculares e, principalmente,
APCs e posterior expressdo. A proteina SmRho conferiu protecdo de 51%. Os resultados
mostraram ainda, e principalmente, que o maior indice de protecdo foi induzido pelas DCs
modificadas, 56%, confirmando seu potencial papel como vetor vacinal. Perante esse
resultado e a producdo de anticorpos inferimos que a resposta proporcionada pela DC

transfectada foi predominantemente celular.

Os resultados apresentados dao suporte a realizacdo de estudos mais aprofundados e facilitam
os esforgos para a continua busca de novas vacinas para quaisquer doencas. A compreensado
mais completa da funcdo da DC podera permitir a concepcao racional de tratamentos e/ ou
medidas preventivas contra a esquistossomose e outras doengas em que hd um desequilibrio

do sistema imune.
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A partir do cultivo de células tronco da medula 6ssea murina, na presenca da citocina GM-
CSF, foram obtidas células dendriticas viaveis imaturas no décimo dia de cultivo com

caracteristicas fenotipicas e funcionais conservadas.

As células dendriticas obtidas foram transfectadas eficientemente permitindo a expressdo de
genes heter6logos. O melhor método para transfeccdo dessas células é através do “Geneluice

Transfection Reagent” comparado a nanoparticulas e metodologias lipossomais.

A proteina Rhol-GTPase de S. mansoni garante uma protecdo consideravel de 51% contra a
esquistossomose e pode ser comparada igualitariamente ao perfil protetor do plasmideo

construido com o seu gene codificador em um vetor de expressdo de células eucariotas.

O uso de células dendriticas como vetor vacinal contra a esquistossomose garante um perfil
protetor ao hospedeiro de 56%, relativamente maior do que comparado a protecdo conferida

pela mesma proteina apresentada pela DC.
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ANEXO 1: Consentimento do Comité de Etica em Experimentacdo Animal/UFMG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL
-CETEA-

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocelo n® 20472007, relativo ao projeto  intitulado
"Vacinacdo de camundongos com células dendriticas modificadas contendo
o gene da RHOI Gipase de Schistosoma mansoni”, que tem como responsavel
Alfredo de Miranda Goes , estd de acordo com os Principios Eticos da
Experimentacdo Animal, adotados pelo Comité de Etica em Experimentacio
Animai (CETEA/UFMG), tendo sido aprovado na reunidio de 12/ 03/2008.

Este certificado expira-se em 12/ 03 / 2013,

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n® 204/2007, related to the project entitied
"Mice vaccination with dendritic cells expressing RHG 1 GTPase of
Schistesoma mansoni”’, under the supervision of Alfredo de Miranda Goes, is in
agreement with the Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted by the
£thics Committee in Animal Experimentation (CETEAJUFMG), and was
approved in March 12, 2008.

This certificate expires in March 12, 2013,

Belo Horizonte, 14 de Margo de 2008.
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\a-s s
@'PM@W--
Prof. Humberto Pereira ira
Coordenador do CETEAAUFMG

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antonio Carlos, 6627 - Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il - 2° Andar, Sala 2005
31270-801 - Balo Horizonte, MG - Brasil
Telefone: (31) 34884516 - Fax; (31) 34994516
ww.ufmg. bribioeticalcetes - ceteafiprpa.ufma.br

(Mod.Cart. v1.0)
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