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RESUMO

O desenvolvimento de uma vacina para a esquistossomose, juntamente com a
quimioterapia, seria de grande impacto para o controle e eliminacdo da doenca. Nesse sentido,
varios antigenos do parasito ja foram testados a fim de avaliar a capacidade dos mesmos em
induzirem protegdo contra a infecgdo pelo Schistosoma mansoni. Porém, apesar de alguns
antigenos apresentarem bons resultados na protecdo contra a infec¢do, esses nunca foram
testados em modelos experimentais previamente expostos a antigenos do parasito. No caso da
esquistossomose, isso seria importante ja que os moradores de areas endémicas, populagao
alvo de uma vacina para a doenga, passam por repetidas infec¢des ao longo de suas vidas.
Diante dessa necessidade, duas proteinas de tegumento de Schistosoma mansoni, Sm22.6 e
Sm29, merecem destaque ja que tém sido associadas a resisténcia a infecg¢do e reinfecdo em
moradores de areas endémicas, e por terem induzido protecdo parcial em ensaios envolvendo
a imunizagdo de camundongos C57BL/6 naive. Portanto, este trabalho objetivou avaliar a
habilidade das proteinas recombinantes, Sm22.6 ¢ Sm29, em induzirem prote¢do em animais
BALB/c que ja tenham sido previamente infectados e tratados. Nos também avaliamos a
capacidade das proteinas Sm22.6r ¢ Sm29r em induzirem prote¢ao em camundongos BALB/c
naive, ja que nos trabalhos anteriores essas foram testadas em animais da linhagem C57BL/6.
Nossos resultados demonstraram que, diferentemente dos trabalhos anteriores, a imunizagao
de animais BALB/c naive com Sm22.6r ou Sm29r nao foi capaz de induzir prote¢do. Apesar
disso, através de um ensaio de imunofluorescéncia, foi possivel observar que os anticorpos
produzidos, em resposta @ imunizacdo com Sm22.6r ou Sm29r, foram capazes de reconhecer
a forma nativa dessas proteinas, na superficie do parasito. A imuniza¢do de animais,
infectados e tratados, com Sm22.6r+Freund, embora tenha desencadeado uma resposta imune
robusta, também nao foi capaz de conferir imunidade protetora. Por outro lado, camundongos,
infectados/tratados, imunizados com Sm29r+Freund apresentaram significativa redugdo da
carga parasitaria (protecdo de 26%-48%) apos trés doses da vacina. Esta formulagdo vacinal
induziu uma producdo significativa das citocinas IL-2, IFN-y, IL-17 e IL-4; uma resposta
humoral vigorosa com producdo de IgG, IgGl, IgG2a e IgE especificos; e um aumento
significativo no percentual de células TCD4" de memoria central. Os adjuvantes Alum e MPL
também foram formulados juntamente com a Sm29r. Os resultados demonstraram que
somente a formulagdo vacinal Sm29r+Alum foi capaz de conferir protecdo (29%-37%),
desencadeando uma producdo significativa de IL-2, IL-17 e IL-10, e um aumento do

percentual de células TCD4" produtoras de IFN-y. Além disso, esses animais apresentaram
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niveis significativos de anticorpos especificos IgG, IgGl, IgG2a e IgE e um aumento
significativo no percentual de células B de memoria. Nossos resultados confirmam o papel

imunoprotetor da proteina Sm29r, reforcando seu potencial como candidata vacinal.
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ABSTRACT

The development of a vaccine against schistosomiasis together with chemotherapy
would have a great impact in the disease control and elimination. In this sense, several
parasite antigens have been tested in order to assess its ability to induce protection against
Schistosoma mansoni infection. Despite the great results observed after mice immunization
with those antigens, they have never been tested in mice previously exposed to the parasite
antigens. In the case of schistosomiasis, this is an important assessment to be done, since the
residents of endemic areas, target population of a schistosomiasis vaccine, are exposed to
several infections through life. In this context, two parasite tegument proteins, Sm22.6 and
Sm29, are promising candidates, that have been associated with resistance to infection and
reinfection in individuals living in endemic areas, and also induce partial protection against
schistosomiasis in immunization trials using C57BL/6 naive mice. Therefore, this work aimed
to evaluate Sm22.6r and Sm29r ability to induce protection in BALB/c mice previously
infected with S. mansoni and treated with Praziquantel. We also evaluated the Sm22.6r and
Sm29r ability to induce protection in BALB/c naive mice, since, previous studies were
performed in C57BL/6 strain. Unlike previous works, our results showed that neither
immunization with Sm29r nor immunization with Sm22.6r induced reduction in parasite
burden in BALB/c naive mice. Nevertheless, an immunofluorescence staining assay
demonstrated that antibodies produced in response to mice immunization with rSm22.6 or
rSm29 were able to recognize the native proteins in the parasite surface. In infected and
treated mice, the immunization with Sm22.6r plus Freund failed to induce protection, despite
the robust immune response observed. In the other hand, infected and treated mice,
immunized with Sm29r+Freund, presented a significant reduction in parasite burden (26%-
48% of protection). This immunization trial induced a significant production of IL-2, IFN-y,
IL-17 and IL-4 cytokines; a vigorous humoral response with a production of increased levels
of specific IgG, IgG1, IgG2a and IgE antibodies; and a significant increase in the percentage
of TCD4" memory cells. Sm29r were also formulated with Alum and MPL adjuvants. The
results of trials using these formulations demonstrated that only Sm29r+Alum vaccine
formulation was able to confer protection (29%-37%), inducing a significant production of
IL-2, IL-17 and IL-10 cytokines, and an increase in the percentage of TCD4" IFN-y" cells.
Moreover, these animals produced higher levels of specific IgG, IgG1, IgG2a and IgE, and a

significant increase in the percentage of B memory cells. Our results demonstrated that Sm29r
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retains its ability to induce protection in previously infected/treated mice, reinforcing its

potential as a vaccine candidate.
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1 INTRODUCAO

1.1 A Esquistossomose

A Esquistossomose ¢ uma doenga parasitaria de grande importancia mundial, sendo
causada por trematddeos de diferentes espécies do género Schistosoma. Dentre as espécies
desse género, cinco sdo as principais responsaveis por parasitar o sistema circulatorio dos
seres humanos e causar diferentes formas de esquistossomose, sdo elas: S. mansoni, S.
japonicum, S. intercalatum, S. mekongi, S. malayensis ¢ S. haematobium (Gryseels et al.,
2006; Latif et al., 2013). A patologia associada as espécies S. mansoni, S. japonicum, S.
intercalatum e S. mekongi esta relacionada a formac¢ao de uma fibrose hepato-intestinal
cronica que decorre, principalmente, da deposicdo dos ovos das fémeas do verme em 6rgaos
como o figado das pessoas infectadas. A patologia associada a infec¢do pela espécie S.
haematobium, que habita nos vasos sanguineos da bexiga, caracteriza uma doencga que afeta o
trato urindrio dos individuos infectados (Gryseels et al., 2006; Burke et al., 2009).

Dentre as doencas tropicais negligenciadas, a esquistossomose se destaca por
apresentar um importante grau de morbidade, afetando mais de 240 milhdes de pessoas em
todo o mundo, sendo que, somente no ano de 2013, mais de 40 milhdes de pessoas
necessitaram de tratamento para a doenca (WHO, 2015). Hotez e colaboradores (2014)
demonstraram que o custo para os individuos infectados pelo Schistosoma representa 3,31
milhdoes de DALY (Disability Adjusted Life Years). Segundo a Organizagdo Mundial de
Satde, a distribui¢ao geografica da esquistossomose abrange 78 paises, distribuidos nos
continentes africano, americanos (sul e central) e asiatico. Dentre essas regides, a Africa é a
mais afetada pela doenca, compreendendo 90% de todos os casos (WHO, 2015).

No Brasil, a esquistossomose ¢ causada pela tnica espécie endémica, o S. mansoni. As
areas endémicas para a doenga abrangem territorios do Maranhdo até Minas Gerais. Alguns
focos isolados da doenca se encontram nos estados do Para, Piaui, Goias, Rio de Janeiro, Sao
Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (Coura ¢ Amaral, 2004).

Nas areas endémicas para a esquistossomose intestinal, a transmissao da doenga ocorre
através da contaminacao de colecdes hidricas, por fezes de individuos doentes, em locais onde
se encontra o hospedeiro intermediario do parasito. Nessas areas, varios fatores econdmicos,
sociais e ecoldgicos tém contribuido para a continua transmissdo da mesma ao longo dos
anos. As precarias condicdes de saneamento basico, o baixo poder socioecondmico dos

moradores das areas endémicas, os habitos de vida (principalmente associados as atividades
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econdmicas de pesca e agricultura), a migracdo populacional, a presenca dos hospedeiros
intermediarios do parasito e o clima, sdo exemplos de condi¢des que permitem a permanéncia

da transmissao da doenga (Loureiro, 1989; Kloos, et al., 2008; Kloos, et al., 2010).

1.2 O Schistosoma mansoni

O Schistosoma mansoni possui um ciclo de vida complexo, o qual apresenta uma fase
de reproducdo assexuada dentro do hospedeiro intermedidrio (caramujos pertencentes ao
género Biomphalaria), ¢ uma de reprodugdo sexuada dentro do hospedeiro vertebrado
(homem ou pequenos mamiferos).

A larva de Schistosoma mansoni, denominada cercaria, quando presente em coleg¢des
hidricas, entra em contato com o hospedeiro vertebrado e, através de uma série de eventos,
consegue se fixar, invadir e migrar através da pele do hospedeiro.

A fixacdo das cercarias na pele ¢ auxiliada pela presenca de L-arginina e pelo calor
proveniente do hospedeiro (Haas et al., 1976; Haas et al., 1997), permitindo um contato
prolongado entre parasita e hospedeiro, e assim, facilitando a penetracdo das cercarias através
da pele. A partir dai, as cercdrias iniciam a invasdo da pele através da ag@o vibratdria da cauda
e da secrecdo das glandulas pré-acetabulares, as quais possuem proteases (Haas et al., 1997).
Esse processo de invasdo da pele pelo parasito resulta em perda da cauda e em alteragdes
morfofisiologicas, desencadeadas pelas mudangas de temperatura e osmolaridade,
transformando as cercérias em esquistossomulos (Stirewalt, 1974). Os esquistossomulos,
entdo, ja transformados, invadem a corrente sanguinea e sdo levados até os pulmdes e dai,
chegam até as veias do sistema porta-hepatico, local em que sofrerdo maturagdo em vermes
adultos (Miller e Wilson, 1980). Estudos avaliando a migra¢do do S. mansoni, em
camundongos, mostram que os esquistossomulos podem permanecer na pele do hospedeiro
at¢é o quarto dia poés-infecgdo, antes de serem levados aos pulmdes. A presenga de
esquistossomulos nos pulmdes e no sistema porta hepatico, por sua vez, ja ¢ detectada a partir
do terceiro e oitavo dia pds-infecgdo, respectivamente. Estes dados revelam que a migragao
do parasita, no hospedeiro definitivo, ¢ do tipo assincronica, se baseando na capacidade
individual de cada parasito (Barbosa et al., 1978).

Acredita-se que a maturagdo dos vermes ocorra no sistema porta-hepatico, dentre
outros motivos, pela presenca de altos niveis de nutrientes no sangue porta-hepatico (Wilson

et al, 1978; Khammo et al., 2002). O amadurecimento sexual também ocorre nesta fase, sendo
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o acasalamento entre os vermes macho e fémea fundamental para o amadurecimento sexual
desta ultima (Erasmus, 1986).

Os vermes adultos, acasalados, migram, contra a corrente sanguinea, até as vénulas do
mesentério do intestino e iniciam a deposi¢do dos ovos 30-40 dias pds-infecgdo. Esses
poderdo ser carreados através do fluxo sanguineo para outros 6rgdos, ficando retido nestes,
promovendo a formagao de uma reacao inflamatdria granulomatosa ao redor dos mesmos, ou
poderdo atravessar a mucosa do intestino caindo na luz intestinal. Deste modo, os ovos
poderdo ser eliminados juntamente com as fezes. Quando encontram o meio aquatico, os
miracidios, larvas presentes em ovos maduros, eclodem devido aos diferentes fatores
ambientais, tais como temperatura ¢ luminosidade. Os miracidios livres no meio aquatico
encontram com o hospedeiro intermediario, os caramujos do género Biomphalaria, e iniciam
a penetracdo nestes moluscos com o auxilio de secrecdes glandulares do terebratorium e
movimentos rotatdrios. Os miracidios, entdo, iniciam numerosos processos de multiplicacao
das células germinativas originando os chamados esporocistos primarios. Esses, por sua vez,
se transformam em esporocistos secundarios, na segunda semana apos a penetracao dos
miracidios. Os esporocistos, entdo, migram até a regido das glandulas digestivas, local onde
ocorre a liberagdo das cercarias recém-produzidas pelos esporocistos secundarios (Pan, 1965).
As cercdrias liberadas ganham o meio aquatico, podendo infectar o hospedeiro definitivo,

fechando, assim, seu ciclo.

1.3 Prevencio e controle da Esquistossomose

A adocdo de medidas de saneamento basico ¢ o método profilatico ideal para o
controle da esquistossomose o qual impede nao s6 a transmissdo da esquistossomose, como
também daquelas doencas ligadas & dgua contaminada. Porém, o precdrio padrdo socio-
econdmico dos paises endémicos para a doenca dificulta a adogdo desta medida profilatica.
Por isso, 0 método largamente utilizado para controlar a esquistossomose ¢ a quimioterapia,
sendo o Praziquantel o medicamento recomendado pela Organizagdo Mundial de Saude para
o tratamento da doenca.

Utilizando o tratamento como principal método de controle, além da adocdo de
medidas que visam a melhoria das condigdes sanitarias e da educacdo em saude, o Brasil,
desde 1975, conta com um Programa de Controle para a Esquistossomose que abrange todo o

pais. Desde sua implementagdo, o programa contribuiu de maneira significativa na reducao do
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percentual de pessoas infectadas, da taxa de hospitalizagdo e mortalidade (Amaral et al.,
2006).

Porém, apesar de eficaz, o tratamento apresenta algumas limitagdes importantes.
Trabalhos desenvolvidos por Sabah e colaboradores, em 1986, e Pica-Mattoccia e Cioli em
2004, demostraram que o Praziquantel tem sua acdo somente sobre as cercarias € 0s vermes
adultos. Este fato inviabiliza o uso deste medicamento em individuos com infec¢des recentes.
Além disso, o tratamento ndo impede que os individuos moradores das areas endémicas sejam
reinfectados ja que o ambiente onde estes individuos residem permite um constante contato
com o parasito.

Por isso, acredita-se que o desenvolvimento de uma vacina traria um grande impacto
auxiliando os quimioterapicos no controle da esquistossomose (Oliveira et al., 2008). A
presenga de individuos naturalmente resistentes a infeccdo pelo S. mansoni, em areas
endémicas (Correa-Oliveira et al., 1989), e a evidéncia de resisténcia adquirida, ao longo do
tempo, pelas constantes infec¢des/tratamentos de individuos destas regides (Caldas et al.,
2000), além dos altos niveis de protecdo induzidos alcangados com a vacina de cercaria

irradiada, sugerem que o desenvolvimento de uma vacina € possivel (Bickle, 2009).

1.4 A Resposta imune na Esquistossomose

A resposta imune contra o S. mansoni inicia-se logo apds a penetragdo da cercaria
através da pele do hospedeiro definitivo, sendo os componentes do sistema imune inato a
primeira barreira a ser enfrentada pelos parasitos. Durante a penetracgao, as cercarias liberam
diversas moléculas imunogénicas, através da secrecdo das glandulas acetabulares, as quais
auxiliam neste processo de penetracdo e na transformagdo em esquistossomulos (Haas et al.,
1997). Tais moléculas podem ser consideradas o primeiro componente do parasito a ser
reconhecido pelas células do sistema imune inato. Através de um estudo utilizando a
marcagdo com sonda fluorescente de proteinas presentes nas glandulas acetabulares de
cercarias foi possivel acompanhar, in vivo, a liberagdo dessas moléculas durante a penetragdo
e o reconhecimento das mesmas pelo sistema imune inato do hospedeiro (Paveley et al.,
2009). Os resultados mostram que os neutrofilos sdo as primeiras células a internalizarem o
material marcado, seguido pelos macréfagos e pelas células dendriticas. Os antigenos
fagocitados foram capazes de induzir a producao da citocina IL-10 pelos macrofagos e de
aumentar a expressao das moléculas MHC-II, e dos marcadores coestimulatorios CD40 e

CD86, bem como, estimular a producdo das citocinas IL-6, TNF-o e IL-12p40/23 pelas
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células dendriticas, auxiliando, assim, na sua capacidade de apresentar antigenos as células do
sistema imune adaptativo (Paveley et al., 2009). Outro trabalho, realizado por Jenkins e
colaboradores (2005), mostra a importancia destas moléculas liberadas pelo parasita, durante
a penetracdo, para a ativacdo de macrofagos através da via TLR dependente de MyDS88,
promovendo a producdo das citocinas IL-10, IL-6 e IL-12p40. Além disso, o tegumento dos
esquistossomulos também ¢ capaz de ativar células dendriticas através da via TRLA4,
dependente de MyD88, promovendo a expressdo das moléculas coestimulatorias CD40 e
CDS86 e a produgdo de IL-12p40 e TNF-a (Duraes et al., 2009).

Outro importante componente do sistema imune inato sdo os eosinofilos. Entretanto,
seu papel na eliminagdo do parasito ainda ¢ controverso. Ensaios in vitro evidenciaram o
papel destas células em causar dano e morte de esquistossdmulos (Butterwort et al., 1979;
David et al., 1980; Veith e Butterworth, 1983), ja que, na presenca de anticorpos especificos
para o parasito, os eosin6filos podem matar os esquistossomulos através de complemento e/ou
por citotoxicidade dependente de anticorpo (ADCC) (Ramalho-Pinto, et al., 1978) associada,
principalmente, aos isotipos IgGl, I1gG3 e IgE. In vivo, Swartz e colaboradores (2006)
demonstraram que camundongos, infectados, deficientes na producdao de eosinédfilos nao
apresentaram alteracdes na carga parasitaria ou no numero de ovos, quando comparado aos
animais da linhagem selvagem, evidenciando que os eosindfilos ndo apresentam um papel
fundamental na eliminagao do parasito.

A medida que o parasito se desenvolve em verme adulto ¢ inicia a produgio de ovos, a
resposta imune do tipo 1 (IFN-y, IL-2, IL-1, IL-6), que ¢ caracteristica do inicio da infeccao,
comeca a declinar, enquanto a resposta do tipo 2 (IL-4, IL-13 e IL-5) aumenta (Burke, et al.,
2009). A presenga dos ovos no organismo do hospedeiro induz a formagdo de uma reagao
inflamatéria focal, constituida por uma variedade de células mononucleares fagociticas e
outros tipos celulares, dispostos de forma organizada, denominada granuloma (Lenzi et al.,
1998). O granuloma, ao mesmo tempo em que ¢ danoso ao individuo, ja que promove uma
importante rea¢do inflamatoria, que pode causar grave fibrose hepatica, também ¢ benéfico,
na medida em que “sequestra” os antigenos liberados pelos ovos, os quais apresentam efeito
hepatotoxico (Hams et al., 2013).

A presenca desses granulomas resulta, na maioria dos individuos infectados (90%),
num quadro de fibrose hepatica que pode ser caracterizada pela presenca de cicatrizes,
isoladas, localizadas no espago periovular dos granulomas do figado (manifestacao leve da
doenga), ou até por um quadro de fibrose portal sist€émica, com acentuada obstrucdo vascular,

que caracteriza-se como as manifestagdes mais graves da doenga (Andrade, 2009).
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Na tentativa de elucidar os fatores responsaveis pela gravidade da doenga, diversos
trabalhos ja demonstraram o papel da resposta imune na formagao da fibrose. Silveira-Lemos
e colaboradores (2008), demonstraram que os eosindfilos sdo células importantes para o
desenvolvimento da fibrose. Moradores de drea endémica que exibiam uma forma mais grave
da doenca, apresentando fibrose periportal, apresentaram um aumento de moléculas de
ativacao recente em eosinofilos (CD69) e maiores niveis de TNF-a, IL-4 e IL-5, produzidos
por estas células, sobre estimulo de SEA, em relacdo aos individuos com a forma menos
grave da doenga (Silveira-Lemos et al., 2008). Estes achados corroboram com outros estudos
0s quais apontam a importancia das citocinas do tipo 2 para a formacgdo da fibrose. Foi
demonstrado que pacientes com fibrose grave exibiam altos niveis de TNF-a, IL-5, IL-10 e
IL-13, enquanto pacientes que apresentam pouca fibrose produziam maiores niveis de IFN-y.
(Henri, et al., 2002; de Jesus et al, 2004). Também ja foi demonstrado o papel dos mondcitos
em pacientes com quadro grave de fibrose. Nesses individuos, os mondécitos apresentavam
niveis significativos de IL-6, TNF-a e TGF-B, citocinas pro-fibréticas (Fernandes et al.,
2014).

No curso da infec¢do pelo Schistosoma mansoni, individuos infectados apresentam
duas fases distintas da doenca: a fase aguda e a fase cronica, as quais diferem entre si em
relacdo as caracteristicas clinicas e imunoldgicas. A fase aguda representa o primeiro estagio
da doenca que pode ser caracterizada por mal-estar, febre, tosse, emagrecimento, dor
abdominal, diarreia, eosinofilia e aumento na produgdo das citocinas IL-1, IL-6, TNF-a (de
Jesus, et al., 2002), porém, em individuos residentes em areas endémicas esta fase ndo se
manifesta. Uma das razdes para a auséncia desta fase pode estar associada ao fato de os
individuos moradores destas regides serem sensibilizados pelo Schistosoma ainda no ttero
materno através da transferéncia materna de antigenos soluveis e de anticorpos especificos
anti-idiotipicos, pela placenta. Essa transferéncia de antigenos pode levar os recém-nascidos a
montarem uma resposta contra o parasito antes mesmo de serem infectados com producdo de
IgE e IgG especificos e de citocinas, tais como, IL-10, IL-5 e IFN-y (Carlier et al, 1980; Eloi-
Santos et al., 1989; Malhotra et al., 1997; King et al., 1998), e por isso, podem se mostrar
menos susceptiveis ao desenvolvimento do quadro inflamatdrio, caracteristico da fase aguda
da doenga.

Na fase cronica, distintas manifestagdes clinicas podem se desenvolver, sendo as
mesmas relacionadas a gravidade da doenga. Na maioria dos individuos residentes nas areas
endémicas, a doenca se apresenta assintomatica, sendo esta considerada a forma intestinal da

doenca. A mesma se caracteriza pelo aparecimento de episodios de fraqueza, fadiga, dor
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abdominal e diarréia. Uma pequena percentagem da populagdo, porém, desenvolve formas
clinicas mais graves da doenga, as quais s3o denominadas como hepatointestinais ou
hepatoesplénicas. Os individuos portadores destas formas clinicas mais graves apresentam
hepatomegalia ou hepatoesplenomegalia, variados graus de fibrose periportal, hipertensao
portal e consequente desenvolvimento de varizes esofagicas (Prata e Bina, 1968). Porém,
devido aos programas de controle para a doenga, estas formas estdo cada vez mais raras
(Coura e Amaral, 2004).

Fatores que determinam o aparecimento das diferentes manifestagdes clinicas ainda
ndo estdo completamente elucidados. Sabe-se que a intensidade da infec¢do esta diretamente
relacionada ao aparecimento de formas clinicas mais graves da doenca, sendo que uma
elevada carga parasitaria pode favorecer o desenvolvimento da forma hepatoesplénica da
doenca (Bina e Prata, 2003). Porém, a intensidade da infeccao ndo ¢ o tnico fator responsavel
por determinar a gravidade da doenca, j4 que em areas hiperendémicas a percentagem de
individuos com formas graves € pequena (Bina e Prata, 2003).

As diferentes manifestagdes clinicas também podem estar relacionadas a um perfil de
resposta diversificado. Pacientes com as formas mais graves da doenga apresentam um perfil
de citocinas diferente do encontrado nos individuos com a forma intestinal, sendo a IL-10
uma citocina fundamental na regulagdo da resposta em individuos que apresentam a forma
menos grave da doenga (Aragjo et al., 1996; Malaquias et al., 1997; Corréa-Oliveira et al.,
1998; Falcao et al.,1998).

Aratjo e colaboradores (1996) demonstraram que em culturas de células
mononucleares do sangue periférico (PBMC) de moradores de areas endémicas infectados,
quando adicionada a citocina IL-10, houve supressdo da proliferacdo de linfocitos e da
producao de IFN-y, em resposta ao SWAP, indicando o papel regulador da 1L-10. Mais tarde,
Malaquias e colaboradores (1997), demonstraram que, em cultura, o bloqueio da agao da IL-
10, com anticorpos monoclonais, aumentou a resposta proliferativa de PBMC de pacientes
infectados cronicos intestinais, sugerindo a importancia dessa citocina em modular a resposta
tipo 2 em pacientes cronicos assintomaticos (Malaquias et al., 1997). Em outro estudo,
realizado pelo mesmo grupo, foi avaliado o papel da IL-10 na formagao do granuloma in vitro
utilizando PBMC, de pacientes de diferentes formas clinicas, incubadas com beads recobertas
por SEA. Os resultados demonstraram que a adi¢do de anticorpo monoclonal anti-IL-10 na
cultura de PBMC de individuos agudos nao resultou em alteragao significativa do tamanho do
granuloma, porém, na cultura de PBMC de individuos com a forma cronica intestinal, houve

um aumento do tamanho do granuloma, demonstrando que a citocina IL-10 tem importante
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papel no controle da morbidade da doenca (Falcdo et al., 1998). Em 2008, Teixeira-Carvalho e
colaboradores, demonstraram a importancia das células TCD4™ ¢ TCD8" no controle da
morbidade da doenca, as quais representaram a principal fonte de IL-10 em pacientes com a
forma intestinal da doenca.

Um fato interessante que pode auxiliar na busca pela compreensdo da imunidade
protetora contra a esquistossomose ¢ a presenca de individuos naturalmente resistentes a
infec¢do pelo parasito que, mesmo estando expostos ao S. mansoni durante toda a vida,
persistem com um diagnostico negativo para a doenca (Corréa-Oliveira et al., 1989). Esses
individuos possuem uma significativa resposta proliferativa em resposta a antigenos do ovo e
de verme, produzindo altos niveis de IFN-y, de anticorpos contra paramiosina, ¢ de IgG1 e
IgG3 contra tetraspanina 2 (TSP-2), Sm14 e Sm29 (Corréa-Oliveira et al., 1989; Corréa-
Oliveira et al., 1998; Tran et al., 2006; Brito et al., 2000; Cardoso et al., 2006a).

A resisténcia contra a infec¢do por S. mansoni também foi relatada em individuos apds
o tratamento. Ja& foi documentado que o tratamento de individuos infectados promove um
aumento na producao de citocinas Th2 em resposta de antigenos do verme (Joseph et al.,
2004; Walter et. al., 2006), mesmo tipo de resposta relacionada a resisténcia a reinfecgdo
(Roberts et al., 1993; Caldas et al, 2008). Diversos trabalhos demonstram que a resposta
imunolédgica de individuos resistentes a reinfec¢do estd relacionada aos altos niveis de IgE,
especificos para o verme, principalmente para a proteina Sm22.6, ¢ baixos niveis de 1gG4
contra antigenos do ovo e do tegumento de esquistossdomulo (Caldas et al., 2008; Pinot de

Moira et al., 2010; Dunne et al., 1992).

1.5 Vacinas para a Esquistossomose

Baseado na necessidade de se implementar um método mais efetivo para o controle da
esquistossomose, a ideia do desenvolvimento de uma vacina contra a doenga ¢ o objeto de
estudo de varios grupos no ambito cientifico. Quando imunizados, os moradores de areas
endémicas poderiam adquirir uma protecdo parcial contra as frequentes reinfecgdes, que
associado a quimioterapia, provocaria a diminui¢do da carga parasitdria, da patologia e das
taxas de transmissao da doenga.

Dessa forma, varios antigenos do parasita tém sido estudados como possiveis
candidatos para o desenvolvimento de vacinas, porém, a grande habilidade do parasita em
evadir o sistema imune do hospedeiro e seu complexo ciclo de vida dificulta este processo. Ja

que o parasito ndo se replica dentro do hospedeiro definitivo, uma vacina que possibilitasse a
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reducdo da morbidade da doenca se mostra interessante. Segundo o Steering Committee on
Vaccine Discovery, da Organizagdo Mundial de Satde, o desenvolvimento de uma vacina que
induzisse, pelo menos, 50% de resisténcia a reinfeccdo apos o tratamento de populagdes
susceptiveis ja seria efetivo para o controle da transmissdo (Siddiqui et al., 2008).

Por representarem a interface entre o S. mansoni e o sistema imunoldgico de seu
hospedeiro, o tegumento do parasito representa uma importante estrutura a ser explorada na
finalidade de encontrar alvos para vacina. Neste contexto, o tegumento do esquistossomulo
representa um importante objeto de estudo ja que este ¢ considerado o estadgio de vida mais
susceptivel ao ataque do sistema imune do hospedeiro (Gobert et al., 2007). Trabalhos
realizados por nosso grupo demonstraram que o tegumento do esquistossdomulo (Smteg),
utilizado em protocolos vacinais coadministrado com o adjuvante de Freund, induz uma
reducdo de 43 a 48% no numero de vermes, 59 a 60% no numero de ovos eliminados nas
fezes e de 65% no numero de ovos no figado induzindo uma resposta imunoprotetora do tipo
1, com producao de IFN-y (Teixeira de Melo et al, 2010). A imunizagdo com Smteg também
foi testada utilizando ALUM associado ao CPG-ODN como adjuvante o que resultou num
percentual de redugdo na carga parasitaria de 43% e de 55% no niimero de ovos eliminados
nas fezes (Teixeira de Melo et al., 2013).

Como exemplo de proteinas de tegumento de S. mansoni, as tetraspaninas (TSP) sdo
proteinas integrais de membrana encontradas em abundancia no tegumento do verme (Braschi
e Wilson, 2006), e que ja foram estudadas quanto ao seu potencial imunoprotetor em
protocolo experimental. Camundongos imunizados com o plasmideo pcDNA contendo o gene
da tetraspanina Sm23 apresentaram um percentual de protecdo de 21 a 44% com altos niveis
de produgdo das imunoglobulinas IgG2a e IgGl (Da’Dara et al., 2001). Outras duas
tetraspaninas, TSP-1 e TSP-2, foram estudadas em protocolos vacinais, em que foram
utilizadas na forma recombinante. A média da redu¢ao do niimero de vermes de dois ensaios
independentes foi de 34% para TSP-1 e 57% para TSP-2. Além disso, também houve reducao
significativa no nimero de ovos presente no figado (52% TSP-1 e 64% TSP-2) e nas fezes
(69% TSP-1 e 65% TSP-2) de animais imunizados (Tran et al., 2006). De modo particular, a
TSP-2, por ser reconhecida por anticorpos IgG1 e IgG3 de individuos naturalmente resistentes
a infeccdo, se mostra promissora (Tran et al., 2006). A TSP-2 também foi testada em
formulagdes vacinais contendo Alum/CpG como adjuvante e resultou num nivel de protegao
de 25-27% (Pearson et al., 2012). A imunizagdo de camundongos com a proteina quimérica
contendo TSP-2 ¢ a regido 5B da protease aspartica dos vermes de Necator americanus, Na-

APR-1, juntamente com Alum/CpG conferiu uma prote¢do ainda maior, de 54 a 58% (Pearson
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et al., 2012). Recentemente, novos métodos de desenvolvimento da proteina recombinante
TSP-2 foram descritos, os quais permitem sua producdo em larga escala, a fim de ser utilizada
em estudos clinicos de fase 1 (Curti et al., 2013).

Outra importante proteina, localizada no tegumento do parasito, que demonstrou ter
um potencial imunoprotetor ¢ a protease da familia das calpainas. A subunidade da calpaina
de 78kDa quando administrada na forma recombinante, em camundongos, promoveu uma
reducdo de 29 a 39% na carga parasitaria (Hota-Mitchell et al., 1997). Mais tarde, a Sm-p80
foi testada em protocolo experimental na forma de vacina de DNA apresentando 39% de
protecdo (Siddiqui et al., 2003). Quando coadministrada com IL-12 ou administrada com
plasmideo carreando o gene da citocina, os niveis de protecdo subiam para 45% e 57%,
respectivamente (Siddiqui et al., 2003). Mais tarde, um trabalho realizado por Zhang e
colaboradores (2010), demonstrou que a Sm-p80 na forma de vacina de DNA, utilizando um
vetor apropriado para humanos (VR1020) conferiu uma redugdo de 46% na carga parasitaria e
de 28% no nimero de ovos em babuinos, com producdo significativa de IFN-y e anticorpos
IgG especificos para a proteina. Quando a Smp80 foi utilizada em protocolo de imunizagdo
sob a forma de proteina recombinante ou sob regime de imunizacao de “prime-boost” (no
qual os animais sdo imunizados com vacina de DNA, contendo o gene para SmpS80, e
posteriormente, recebem refor¢os da vacina sob a forma de proteina recombinante), os
animais apresentaram uma reducdo de 51% e 49% de reducdo de vermes, respectivamente
(Ahmad et al., 2010). Um estudo realizado por Torben e colaboradores (2012), demonstrou
que a ADCC ¢ um mecanismo importante na eliminagdo de esquistossdmulos em
camundongos vacinados com a Sm-p80.

Baseado na premissa de que o Praziquantel (PZQ) atua de maneira sinérgica com o
sistema imune do hospedeiro para a elimina¢ao do parasito (Brindley e Sher, 1987), uma
proteina de membrana ancorada por GPI de 200kDa, também conhecida como ECL ou Sm200
(Sauma e Strand, 1990), a qual ja foi associada a eficicia do tratamento com PZQ (ja que
anticorpos anti-Sm200 puderam restaurar a eficacia do tratamento em camundongos knockout
para células B) foi estudada em protocolo vacinal. Camundongos imunizados com a Sm200
na forma de vacina de DNA apresentaram um percentual de prote¢do 38% (Nascimento et al.,
2007). Neste mesmo contexto, um estudo realizado por Rofatto e colaboradores (2013),
demostraram que as proteinas envolvidas no metabolismo de nucleotideos: fosfatase alcalina
(SmAP), fosfodiesterase (SmNPP-5) e difosfohidrolase (SmNTPDase), presentes no
tegumento do parasito, em associacdo com doses subcurativas de PZQ, foram capazes de

promover uma reducdo de 41 a 46% no niimero de vermes, sendo que a SmAP apresentou um
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papel fundamental nesta reducdo, induzindo, em associagdo com o farmaco, uma reducdo de
41% dos vermes.

Reconhecida como uma enzima glutationa S-transferase (Taylor et al., 1988), a
Sm28GST foi identificada no tegumento, parénquima e 6rgados genitais de esquistossomulos e
vermes adultos (Balloul et al., 1987; Liu et al., 1996). Quando utilizada na forma de vacina
recombinante foi capaz de induzir uma reducdo de até 70% da carga parasitaria em ratos e
camundongos imunizados e infectados, sendo que a producdo de IgG2a mostrou uma relagao
importante para a imunoprotecdo adquirida (Balloul et al., 1987). Um trabalho realizado por
Boulanger e colaboradores (1991) reforgou o potencial imunoprotetor da proteina Sm28GST,
demostrando uma protecdo de 38% em baboons vacinados com a proteina recombinante
administrada juntamente com ALUM. A proteina, juntamente com adjuvante de Freund ou
BCG, também foi testada em primatas e resultou numa redugao significativa na fecundidade
dos vermes (Boulanger et al., 1999). Quando utilizada na forma de vacina de DNA, a
imunizacdo de camundongos com Sm28GST, associado a um plasmideo contendo o gene que
codifica a citocina IL-18, induz uma protecdo de 23%, com uma significativa producdo de
IFN-y (Dupré et al., 2001). Uma importante caracteristica da Sm28GST ¢ a existéncia de
reagdo cruzada com outras espécies de Schistosoma, incluindo S. haematobium, S. japonicum
e S. bovis (Capron et al., 1987). Ja foi demostrado que a imuniza¢do de primatas com
Sm28GST na forma recombinante protegeu os animais de uma infec¢do heterdloga com
Schistosoma haematobium (Boulanger et al., 1995). Desde 1998, a proteina recombinante
Sh28GST associada ao adjuvante ALUM, vem sendo testada na populagdo humana.
Resultados parciais dos testes clinicos de fase I foram publicados por Riveau e colaboradores
(2012), os quais demonstraram que a imuniza¢do ndo desencadeou efeitos adversos ou toxicos
relevantes. A resposta humoral induzida pela imunizagdo foi caracterizada por altos niveis de
IgG1 e IgG3. O perfil celular foi caracterizado pela produgao significativa de citocinas do tipo
2, com altos niveis de IL-5 e IL-13.

A proteina ligadora de acidos graxos, Sml4, expressa no tegumento ¢ intestino do
parasito nas fases de cercaria, esquistossomulo, vermes adultos e ovo (Brito et al., 2002), foi
testada em protocolos vacinais primeiramente por Tendler e colaboradores em 1996. Nesse
trabalho, a Sm14 foi administrada na forma de vacina recombinante sendo capaz de induzir
uma protecdo em camundongos de até 67,9%, quando administrada sem adjuvante, e de até
64% quando administrada com adjuvante de Freund (Tendler et al., 1996). A imunizagdo com
a proteina também foi capaz de proteger os animais contra a infec¢ao por Fasciola hepatica,

demonstrando que a Sm14 pode ser efetiva no controle de ambas doengas (Tendler et al.,
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1996). Num trabalho realizado por Fonseca e colaboradores (2004), foi possivel observar que
a imunizagdo com a proteina Sml4r administrada com a citocina IL-12, como adjuvante, foi
capaz de induzir uma protecdo de 42,2%, sendo a reposta imune protetora associada a uma
resposta do tipo 1, com produgdo de IFN-y e TNF-a (Fonseca et al., 2004). A vacina¢do de
animais utilizando o gene Sml1l4 como estratégia de imuniza¢do também foi capaz de
desencadear um nivel de protecdo de 41% (Fonseca et al., 2006). Outros diversos trabalhos
demonstraram o potencial imunoprotetor da proteina, utilizando a Sml4 como proteina
recombinante ou na forma de vacina de DNA, administrada com diferentes adjuvantes
(Ramos et al., 2001; Varaldo et al., 2004; Pacheco et al., 2005; Garcia et al., 2008). A Sm14
se encontra na fase de testes clinicos, porém, ainda nao foram divulgados resultados oficiais.
Dentre as proteinas do tegumento do S. mansoni que merecem destaque como
candidatas vacinais também podemos citar a Sm22.6 e a Sm29 pois ambas apresentam uma

importante relagdo com resisténcia a infec¢do e/ou reinfec¢do em residentes de drea endémica.

1.5.1 Sm22.6

Baseado no fato de que apos o tratamento, um percentual de individuos apresentava
resisténcia as novas infec¢des, Dunne e colaboradores (1992), realizaram uma investigacao
sorologica de moradores de area endémica, antes e apos tratamento, a fim de relacionar o
perfil soroldgico com a resisténcia a reinfeccdo. O trabalho demonstrou que havia uma
correlacdo positiva entre niveis de IgE e resisténcia a reinfeccdo, sendo que a maioria da
imunoglobulina produzida seria especifica para uma proteina de 22kDa. Mais tarde, Webster e
colaboradores (1996), confirmaram a relag@o entre os niveis de IgE anti-Sm22 e resisténcia a
reinfeccdo, utilizando proteina recombinante. Analisando a proteina recombinante produzida,
os autores demonstraram ser idéntica a proteina recombinante ja descrita por Stein e David
(1986) e Jeffs e colaboradores (1991), identificada como rSm22.6. Esses trabalhos também
demostraram que a Sm22.6 seria uma proteina presente na membrana do parasito.

Avaliando o perfil imunolédgico de individuos resistentes ¢ infectados pelo S. mansoni,
Oliveira e colaboradores (2012) demonstraram que a resisténcia também esta relacionada com
baixos niveis de [gG4 anti-Sm22.6 e ndo somente com a producdo de IgE, ja que ndo houve
diferenga dos niveis de IgE entre individuos infectados e resistentes. A importincia da
correlagao IgE/IgG4 num quadro de resisténcia ja foi explicitado em outros trabalhos (Khalife

et al., 1989; Caldas et al., 2000).
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A Sm22.6 também ja foi descrita como sendo uma proteina que apresenta estrutura
similar ao grupo de antigenos caracterizados como alérgenos: os alérgenos EF-hand, e por
1sso, também tem sido denominada como SmTAL-1 (Tegument-Allergen-Like-1) (Santiago et
al., 1998; Fitzsimmons et al., 2007; Pinot de Moira et al., 2010; Fitzsimmons et al., 2012;
Pinot de Moira et al., 2013a; Pinot de Moira et al., 2013b). Fitzsimmons ¢ colaboradores
(2007 e 2012) observaram que individuos moradores de areas endémicas, apresentavam um
aumento dos niveis de anticorpos especificos para Sm22.6 e outras proteinas do parasito
também caracterizadas como alérgenos “like”, apds o tratamento, o que pode estar
relacionado ao aumento da exposicao dessas proteinas, apos a morte do verme. Além disso,
foi possivel observar que o mRNA de SmTAL-1 esta presente desde a fase de ovo, porém em
baixissimos niveis. O transcrito s6 aumenta de maneira consideravel em esquistossomulos
com 24 horas apds transformacgdo, sendo que estes niveis permanecem altos nos vermes
adultos (Fitzsimmons et al., 2012).

Estudos utilizando a proteina Sm22.6 em protocolos de imunizagdo demonstraram que
a vacinacao de camundongos com a proteina recombinante, juntamente com o adjuvante de
Freund, conferiu uma protecao de 34,5%, induzindo uma resposta mista Th1/Th2 (Pacifico et
al., 2006a). Porém, quando a rSm22.6 foi utilizada sem adjuvante ou juntamente com o
hidréxido de aluminio (Alum), adjuvante largamente utilizado em vacinas humanas, nao

houve indugao de imunidade protetora (Pacifico et al., 2006b).

1.5.2 Sm29

A proteina Sm29 estd associada tanto a resisténcia a infec¢do quanto a reinfecgdo.
Através de estudos in silico foi possivel caracterizar a Sm29 como sendo uma proteina de,
aproximadamente, 18 kDa, que contém 192 residuos de aminoacidos, apresentando um
peptideo sinal (26 aminoacidos), trés sitios de glicosilagdo e uma regido transmembrana,
sugerindo que a Sm29 seja uma proteina de tegumento (Cardoso et al., 2006a; Cardoso et al.,
2006b). Utilizando uma biblioteca de cDNA foi possivel identificar que o transcrito da Sm29
estd presente nas fases de verme adulto e esquistossdmulo de fase pulmonar, porém ausente
nas fases de ovo e cercaria. Apds a produ¢ao de Sm29 recombinante, contendo uma cauda de
histidina ¢ um fragmento da Sm29 (40-169), foi possivel confirmar, através de analises de
imunolocalizagdo (utilizando soro de camundongos imunizados com Sm29r) que a Sm29 esta
expressa no tegumento de verme adulto e esquistossdmulos. Estudos de analises protedmicas

e de tratamento enzimdtico do tegumento confirmaram a presenga da Sm29 no tegumento do
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verme (Braschi et al., 2011; Castro-Borges et al., 2011). Além disso, foi demonstrado que soro
de individuos resistentes a infecgdo e reinfeccao pelo parasita, produzem altos niveis de IgG1
e IgG3 em resposta a esta proteina, fato interessante ja que estas subclasses estariam
relacionadas a eliminag¢do do parasita por citotoxidade dependente de anticorpo (ADCC), e
ativacdo da via classica do complemento (Cardoso et al., 2006a).

Um estudo realizado por Cardoso e colaboradores (Cardoso et al., 2008) testou o
potencial de protecdo da proteina Sm29 contra a infecgdo pelo S. mansoni em camundongos.
O estudo demonstrou que quando os camundongos eram imunizados com a proteina rSm29
houve uma redugao de 51% no numero de vermes adultos, 60% de ovos no intestino e de 50%
do nimero de granulomas, quando comparado ao grupo controle. Além disso, a imunizagao
induziu a formacao de uma resposta Th1, com produgdo de altos niveis de IFN-y.

A proteina Sm29 também foi testada em associacdo com a SmTSP-2, na forma de
proteina recombinante quimérica, com o objetivo de potencializar a eficdcia obtida na
imunizacdo com os antigenos isolados. A imunizagdo com a proteina quimérica, formulada
com o adjuvante Alum/CpG, resultou numa significativa redug¢dao da carga parasitaria (27,8-
34,8%) e da area do granuloma, apos a infecdo pelo S. mansoni. Essa protegdo foi associada a
elevados niveis de IgG1 e IgG2a especificos e um perfil de resposta Thl, com significativa
produgdo de IFN-y e TNF-a (Pinheiro et al., 2014). Nesse trabalho também foi avaliada a
imunizacdo dos animais com a proteina Sm29r formulada com CpG+Alum, o que resultou
numa protecdo de 20,36% e numa producdo de niveis significativos de IgG, 1gG1 e 1gG2a,
especificos, e da citocina [FN-y (Pinheiro et al., 2014).

Outra constru¢do de proteina quimérica, combinando os antigenos Sm29 e Sml4,
também foi testada em protocolo de imunizacdo juntamente com o adjuvante poly(Il:C). A
imunizacdo induziu uma redugdo significativa da carga parasitaria (40,3%), do nimero de
ovos presentes no figado (68,2%) e intestino (57,9%), e no nimero e tamanho dos
granulomas. Niveis significativos de IgG1 foram associados a imunizagdo (Ewaisha et al.,

2014).

1.6 Adjuvantes

O termo “adjuvante” vem do latim “adjuvare”, que significa “ajudar” (Gupta e Siber,
1995). E nesse sentido que o adjuvante atua quando utilizado em formulagdes vacinais,
aprimorando a resposta imune contra os antigenos vacinais de diversas maneiras. Nesse

contexto, o adjuvante pode aumentar a imunogenicidade de antigenos pouco imunogénicos
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(vacinas de subunidade), aumentar a velocidade e a duragdo da resposta imune, aumentar a
avidez e especificidade de anticorpos, promover a indu¢ao da imunidade de mucosa, aumentar
a resposta imune de individuos imunologicamente imaturos ou senescentes, ou reduzir a
quantidade de antigeno utilizada (diminuindo custos) (Singh e Srivastava, 2003).

O tipo de antigeno, a via de administracdo e as possiveis reacdes adversas (Petrovsk e
Aguilar, 2004), sdo fatores importantes a serem considerados para a escolha correta de um
adjuvante, o que ¢ fundamental para o sucesso da imunizacdo. Além disso, outro fator de
grande relevancia € o tipo de resposta imune que o adjuvante, a ser escolhido, induz, o que
pode definir se a vacinagdo sera ou ndo protetora. Assim, um antigeno considerado protetor,
quando administrado com certo tipo de adjuvante, pode deixar de proteger, se associado a
outro adjuvante que desencadeie uma resposta imune diferente.

Os adjuvantes vém sendo utilizados desde a década de 1920, quando Gaston Ramon
observou que cavalos que desenvolviam abcesso no local da inoculagdo da vacina de toxdide
diftérico geravam titulos mais altos de anticorpo (Ramon, 1925). Mais tarde, Ramon observou
que a resposta imune também foi potencializada pela vacinagdo com o toxoide associado a
outras substancias, tais como, saponina (Ramon, 1926). Desde entdo, varios adjuvantes tém
sido testados em ensaios pré-clinicos. Porém, uma caracteristica fundamental a ser
considerada para um bom adjuvante ¢ o fato de ndo ser toxico ou ndo apresentar reagdes
adversas significativas. Essas, quando presentes, limitam o uso de certos adjuvantes. As
reacoes podem ser consideradas como locais (dor, inflamagao, inchago, necrose, formagao de
granuloma, ulceras ou abcessos), ou sistémicas (ndusea, febre, alergia, eosinofilia e toxicidade
em Orgaos especificos) (Petrovsk e Aguilar, 2004). Neste contexto, apesar de varios
adjuvantes serem testados em ensaios pré-clinicos, muitos apresentam reacdes adversas

consideraveis e, por isso, poucos sao licenciados para o uso em seres humanos.

1.6.1 Hidréxido de Aluminio - ALUM

O Alum, ou Hidréxido de Aluminio, ¢ o adjuvante mais utilizado em vacinas humanas
e veterindrias, sendo o primeiro adjuvante a ser liberado para o uso em humanos (Gupta e
Siber, 1995; Tagliabue e Rappuoli, 2008), sendo bem conhecido por induzir uma producao
significativa de IL-4, desencadeando uma resposta Th2 e contribuindo para uma imunidade
humoral (Audibert e Lise, 1993; Ulanova et al., 2001).

Um dos primeiros mecanismos de acdo descrito para o Alum seria um efeito resultante

da formacdo de depodsitos de Alum+antigeno no local da inoculagdo permitindo uma lenta
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liberacdo do antigeno, o que prolongaria a intera¢do entre o antigeno e as células do sistema
imune (Gupta, 1998). Porém, estudos realizados por Hutchison e colaboradores (2012),
demostraram que a formacdo deste deposito ndo estaria relacionada ao efeito adjuvante de
Alum, ja que, em camundongos, a remocao cirirgica do deposito de Alum, antes mesmo de
duas horas apds a inoculacdo, ndo afetou a resposta T e B antigeno-especifica.

Na tentativa de elucidar os fatores associados a imunoestimulagdo desencadeada por
Alum, Kool e colaboradores (2008a), demostraram que o adjuvante ¢ capaz de induzir a
ativacdo de inflamassoma NALP3 em macréfagos e células dendriticas, de camundongos,
permitindo a producdo de IL-1B. O trabalho ainda demonstrou que camundongos deficientes
em NLRP3 houve uma diminui¢do no recrutamento de células inflamatorias para o local da
inoculagdo, além de haver uma diminuicao na secrecao de IL-1.

Ja foi demostrado que o reconhecimento do Alum por células dendriticas nao ¢
mediado por receptores, mas que os lipidios da propria membrana plasmatica se ligam ao
Alum, o que induz a via de sinalizacdo dependente de Syk e PI3K (Flach et al., 2011). A
ativacdo da via PI3 quinase inibe a secrecao de IL-12 por células dendriticas, o que pode
explicar a limitada capacidade do Alum em induzir uma resposta Th1 (Mori et al., 2012).

O Alum ainda ¢ capaz de promover a necrose de células no local de sua inoculagao,
através da ruptura do lisossomo pela catepsina B (Jacobson et al., 2013), promovendo a
liberagdo de acido urico e DNA de dupla fita (Kool et al., 2008b; Marichal et al., 2011). A
presenca de DNA da célula no meio extracelular estimula a produgao de IgE e IgG1 (Marichal
et al., 2011). Além disso, a presenga de DNA ¢ importante para a interagdo de células T com
as células dendriticas, ja que a adicdo de DNAse diminui o niimero de células TCD4 e de
IgG1 antigeno especificos (McKee et al., 2013). A liberagdo de &cido trico é observada apds
a injecao de Alum, sendo que a resposta de células T especificas ¢ prevenida pela adicao de
uricase. Mondcitos e células dendriticas, na presen¢a de acido Urico, tém um importante papel
na ativagdo destas células T especificas (Kool et al., 2008b).

Geralmente, o Alum ¢ um adjuvante bem tolerado, porém, algumas limitacdes de seu
uso ja foram descritas. A inducao de altos niveis de IgE podem permitir o aparecimento de
alergias (Gupta, 1998). Em individuos que tenham a funcdo renal comprometida o uso do
adjuvante pode promover o acumulo do metal no organismo, o que ¢ extremamente toxico

(Petrovsk e Aguilar, 2004).
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1.6.2 Adjuvante de Freund

O adjuvante completo de Freund (CFA) foi descoberto por Jules Freund, em 1937,
quando observou que a imunizacdo de cobaias com uma mistura de O6leo mineral e
Mycobacterium tuberculosis morto foi capaz de induzir a produgdo de altos niveis de
anticorpos (Gupta e Siber, 1995). Uma variagdo deste adjuvante ¢ o chamado Adjuvante
Incompleto de Freund (IFA), o qual ndo apresenta o Mycobacterium tuberculosis em sua
composi¢ao.

Apesar de representar um potente indutor da resposta imune Thl, o adjuvante de
Freund apresenta uma resposta inflamatoéria intensa, que pode desencadear o aparecimento de
varios efeitos colaterais, tais como, formacao de granuloma, necrose e ulceragdo, no local da
inoculacdo, atrofia muscular e at¢é mesmo pneumonia embolica (Broderson, 1989; Shibaki e
Katz, 2002). Por esta razdo, o CFA ndo ¢ permitido para o uso em humanos, sendo empregado
estritamente na pesquisa cientifica. O IFA, no entanto, ndo induz reagdes adversas tao
intensas, ¢ por isso, tem sido utilizado em vacinas veterindrias e humanas (Jensen et al.,
1998).

Em relagcdo aos mecanismos de inducdo da resposta imune, o adjuvante completo de
Freund pode promover a ativagdo do inflamassoma, causando a liberagdo de IL-1p através de
um processo dependente de NRLP3. (Shenderov et al., 2010). Também ja foi demonstrado
que o peptideoglicano, que ¢ derivado de micobactéria, estimula o receptor NOD1 para primar
células T antigeno-especificas e induzir produ¢do de anticorpos o que, juntamente com a
ativacdo dos receptores do tipo Toll, pode desencadear uma resposta mista Th1/Th2/Th17
(Fritz et al., 2007).

Ao observar a resposta imune desencadeada por micobactérias, componente
fundamental do CFA, vérios trabalhos relatam a indu¢do de uma resposta Thl caracterizada,
principalmente, pela produgdo de IFN-y, TNF-a e IL-12 por fagdcitos mononucleares, células
dendriticas, células NK e linfocitos TCD4 (Billiau e Matthys, 2001).

Ainda nao estdo claros os mecanismos de ativacdo da resposta relacionados ao
adjuvante incompleto de Freund. Sabe-se que seu efeito pode estar associado a uma liberagao
lenta do antigeno por um longo tempo, visto que, no local da inoculagdo, o periodo de meia-

vida de um antigeno pode chegar até 90 dias (Herbert, 1968).
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1.6.3 Monofosfolipideo A — MPL

O MPL, monofosforail lipideo A, ¢ um adjuvante extremamente promissor, o qual ¢
derivado do lipopolissacarideo (LPS) de bactéria Gram-negativa Salmonella minnesota, R595
(Ulrich e Myers, 1995). Este adjuvante conserva o poder adjuvante do LPS, porém, sem
apresentar os efeitos adversos do mesmo.

Em camundongos, o MPL permite que as células B e de macréfagos potencializem a
capacidade de apresentarem antigenos, promovendo a proliferacdo das células T e induzindo a
producao de IFN- IL-4 e IL-5 por essas células, in vitro (De Becker et al., 2000). In vivo, o
MPL, induz a migracdo ¢ maturacdo das células dendriticas (De Becker et al., 2000). Um
trabalho, utilizando células dendriticas e linfocitos T de humanos, demonstrou que o MPL ¢
capaz de: induzir a via de sinalizacdo das MAP quinases pela ativacdo ERK1/2 e p38; induzir
a ativacdo do fator de transcricdo NF-«kB (via TLR); ativar a maturagdo de células dendriticas
através da inducdo da expressdo das moléculas HLA-DR, CD80, CD86, CD40 e CDS83; e
induzir o aumento da expressdao de CD40L em células T, através de seus receptores TLR
(Ismaili et al., 2002). Corroborando com achados anteriores, um estudo realizado por Martin e
colaboradores (2003), demonstrou que o MPL ativa mondcitos humanos através de TLR2 e
TLR4, estimulando a expressao das moléculas CD80 e CD86 e a produc¢do das citocinas TNF-
a, IL-10 e IL-12. Além disso, o MPL induz a via de sinalizacdo das MAP quinases pela
ativacdo de ERK1/2 (via TLR2 e TLR4) e p38 (via TLR4), e permite a ativacao do fator de
transcrigao NF-kB via TLR2 e TLR4 (Martin et al., 2003).

Uma caracteristica interessante do MPL ¢ o fato de ndo induzir ativacao da Caspase-1
(Okemoto et al., 2006). A Casase-1 é uma enzima responsavel por clivar os precursores das
citocinas pro-inflamatorias IL-1B e IL-18. Apesar de o adjuvante ser capaz de estimular
significativamente a producdo da precursora pro-IL-1B em macrofagos, essas células ndo sao
capazes de secretar a IL-18 madura (Okemoto et al., 2006). Essa caracteristica pode justificar
a reducdo na toxicidade do MPL em relagdo ao LPS. Além disso, a descoberta de que o MPL
tem seu mecanismo de agdo associado a ativacdo do receptor TLR4 através do recrutamento
do adaptador TRIF, e ndo de MyD88 (que ¢ responsavel por varios efeitos pro-inflamatorios),
também pode explicar o efeito menos toxico do adjuvante (Mata-Haro et al., 2007). Mais
tarde, Embry e colaboradores (2011) demonstraram que a ativagdo de TLR4, mediada por
TRIF, ndo ¢ capaz de ativar a caspase-1, j4 que o MPL induz fracamente NLRP3, que
depende de MyDS88, diminuindo a ativacdo do inflamassoma e, consequentemente, da

caspasel.
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Em humanos, o MPL vem sendo utilizado na composi¢do dos Sistemas Adjuvantes
AS02, AS03 e AS04, os quais estdo presentes nas vacinas para hepatite, papiloma virus,
herpes, malaria, leishmaniose, dentre outras. (Tagliabue e Rappuoli, 2008; O’Hagan e De
Gregorio, 2009; McKee, et al., 2010). Além disso, o adjuvante tem sido usado em vacinas

para cancer e alergia, com perfil aceitavel de efeitos adversos (Singh e Srivastava, 2003).
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2 JUSTIFICATIVA

Apesar de existirem varios antigenos candidatos a compor uma vacina para a
esquistossomose, a capacidade dos mesmos de induzirem prote¢do tem sido avaliada apenas
em camundongos em resposta a infec¢do, sendo, geralmente, o perfil de resposta Thl
associado a prote¢do, o que nos leva a questionar se estes antigenos seriam realmente
protetores em moradores de areas endémicas para a esquistossomose, populagdo alvo da
vacina. Pelo fato de sofrerem diversas infecgdes ao longo da vida e de serem sensibilizados
por antigenos do parasito ainda no utero, moradores de areas endémicas apresentam um perfil
imunologico distinto (Joseph et al., 2004; Walter et. al., 2006; Eloi-Santos et al., 1989). Seria,
portanto, interessante realizar estudos destinados ao desenvolvimento de vacinas em modelos
experimentais os quais ja tenham tido contato com o parasita, através de uma primoinfecg¢ao.
Um trabalho realizado por Tawfilk e Colley (1986) utilizando a imunizagdo com cercarias
irradiadas em camundongos previamente infectados e tratados, demonstrou uma boa indugao
de resisténcia a reinfec¢do, fato que demonstra a possibilidade de bons resultados em outros
estudos de imunoterapia utilizando camundongos primoinfectados.

Neste sentido, as proteinas Sm22.6 ¢ Sm29, as quais estdo relacionadas a resisténcia a
infeccao/reinfeccdo e que ja demonstraram serem capazes de promover imunidade protetora
contra o S. mansoni em camundongos C57BL/6 naive (sem prévia infec¢do/tratamento),
seriam proteinas interessantes para serem avaliadas em modelos experimentais previamente
infectados e tratados. A escolha das duas proteinas para serem avaliadas em ensaios com
camundongos primoinfectados se justifica por desencadearem perfis imunologicos distintos
em formulagdes vacinais protetoras. Enquanto a imunidade protetora induzida pelo Sm29r
tem sido associada a um perfil Thl, a imunidade induzida pela Sm22.6r tem sido associada a
um perfil misto Th1/Th2.

Além disso, testar essas proteinas formuladas com diferentes adjuvantes também seria
outro fator importante. Os adjuvantes MPL e Alum além de apresentarem a vantagem de
serem licenciados para o uso em humanos, também estdo relacionados a perfis imunolédgicos

distintos. Enquanto o Alum induz uma resposta Th2, o MPL desencadeia uma resposta Th1.
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3 OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Testar a capacidade das proteinas recombinantes, Sm22.6 ¢ Sm29 de Schistosoma

mansoni, de induzirem imunidade protetora, em ensaios pré-clinicos em camundongos

BALB/c naive e infectados/tratados.

1.

2.

3.

4.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o efeito da imunizacdo com as proteinas recombinantes Sm22.6 ou Sm29
associadas ao adjuvante de Freund em camundongos da linhagem BALB/c naive (sem
prévia infeccdo e tratamento), através da determinacdo do numero de vermes
recuperados por perfusdo e do numero de ovos presentes no figado e intestino dos

animais.

Estabelecer o protocolo de imunizacao para os antigenos recombinantes Sm22.6r e
Sm29r, associados ao adjuvante de Freund, em camundongos BALB/c
infectados/tratados, avaliando o nimero de doses necessarias para induzir protegao,
através da determinagdo do niimero de vermes recuperados por perfusdo e do numero

de ovos presentes no figado e intestino dos animais.

Avaliar o efeito do uso dos adjuvantes Hidroxido de Aluminio (ALUM) e
Monofosforil Lipidio A (MPL) no protocolo de imunizag¢do com a proteina Sm29r em
camundongos BALB/c infectados/tratados, através da determinagdo do niimero de
vermes recuperados por perfusdo e do nimero de ovos presentes no figado e intestino

dos animais.
Avaliar o perfil de resposta humoral induzido pela imunizagdo com Sm22.6r ou Sm29r

em camundongos BALB/c naive e previamente infectados e tratados através da

deteccao das imunoglobulinas IgG, IgG1, IgG2a e IgE especificas.
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5. Avaliar o reconhecimento das proteinas Sm22.6 ¢ Sm29 nativas na superficie de
esquistossomulos por anticorpos produzidos contra as proteinas recombinantes nos

camundongos imunizados

6. Avaliar o perfil de resposta celular induzido pela imunizagdo com Sm22.6r ou Sm29r
em camundongos BALB/c naive e previamente infectados e tratados, determinando a
producdo das citocinas IFN-y, TNF-a, IL-4, IL-10, IL-6, IL-2 e IL-17 em
sobrenadante de cultura de esplendcitos através da técnica de CBA (Cytometric Bead
Array), e a producio das citocinas IFN-y, IL-4 e IL-10 pelas células TCD4 " através da

marcagao intracitoplasmatica (camundongos imunizados com Sm29r+ Alum ou MPL)

7. Caracterizar o perfil celular induzido pela imuniza¢gdo com Sm22.6r ou Sm29r em
camundongos BALB/c naive e previamente infectados e tratados, utilizando os
marcadores de ativacdo: CD25, CD69 e CD86, ¢ de memdria imunoldgica: CD127,
CD62L e CD27 em linfocitos B, TCD4™ ¢ TCDS".
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos fémeas da linhagem BALB/c provenientes do Biotério
de Producao (BIOT) do Cento de Pesquisas René Rachou (CPqRR), com aproximadamente, 6
semanas de idade. Durante os experimentos, os animais foram mantidos no Biotério de
Experimentacdo (BIOTEX) do CPqRR.

Os procedimentos deste trabalho os quais necessitaram o uso de camundongos foram
licenciados pela Comissdo de Etica de Uso de Animais (CEUA) da FIOCRUZ, sob a licenca
n°® LW-12/12 (Anexo 1).

4.2 Cepa de Schistosoma mansoni

Para a realizagdo dos experimentos, foi utilizada a cepa LE (Belo Horizonte, Brasil) de
Schistosoma mansoni (Sambon, 1907). A mesma foi fornecida pelo Moluscario do Centro de
Pesquisas René Rachou (CPqRR), onde ¢ mantida por passagem em caramujo Biomphalaria
glabrata (Say, 1818) e camundongos Swiss ou BALB/c. As cercarias foram obtidas através da
exposicdo de caramujos infectados a luz por 1 a 2 horas, a fim de permitir a liberagdo das

mesmas.

4.3 Clonagem, expressao recombinante e purificacio Sm22.6

A clonagem, purificagdo do plasmideo e a expressdo da proteina Sm22.6
recombinante foram realizadas segundo os procedimentos descritos por Pacifico e
colaboradores (2006a). De maneira resumida, o gene Sm22.6 obtido de uma biblioteca de
cDNA de esquistossomulo de fase pulmonar foi subclonado no vetor de expressao bacteriano
pMALc2 (New England Biolabs, Beverly, MA) e transformado em bactérias Escherichia coli
DH5a. Tais bactérias foram fornecidas pelo Prof. Dr. Sérgio Costa do Laboratério de
Bioquimica e Imunologia da UFMG. A expressao da proteina de fusdo composta pela Sm22.6
e pela proteina ligadora de maltose (MBP) foi induzida por 0,6 mM de IPTG, por 3 horas a
37°C sob 200rpm de agitacdo. Logo apds, as bactérias foram centrifugadas a 4000 x g por 20
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minutos. O pellet de bactérias foi ressuspendido em 100 mL de tampao salina fosfato (PBS,
pH 8,4) contendo 25mg de lizosima, sendo congelado e descongelado por trés vezes (-
70°C/37°C) para a lise das bactérias. Em seguida, o lisado foi submetido a trés ciclos de
sonicacdo de 30 segundos cada (30% de amplitude) e centrifugado a 4000 x g por 20 minutos.
O sobrenadante contendo a proteina foi purificado através de cromatografia de afinidade
utilizando resina de amilose (New England BioLabs). A proteina retida na resina de amilose
foi eluida através da adicdo de uma solucdo de PBS contendo 10mM de maltose. Para a
confirmagdo da expressdo da proteina, um gel de poliacrilamida a 12% foi realizado com as
fragoes eluidas. A proteina foi dosada utilizando o Kit BCA Protein Assay (Thermo Scientific

Pierce, Rockford, IL, USA).

4.4 Clonagem, expressio recombinante e purificacio da proteina Sm29

A clonagem, purificacdo do plasmideo e a expressdo recombinante da proteina Sm29
foram realizadas segundo os procedimentos descritos por Cardoso e colaboradores (2006a).
Resumidamente, o cDNA que codifica a proteina Sm29 foi subclonado no vetor de expressao
pET21a (Novagen, Madison, WI, USA) que codifica seis residuos N-terminal de histidina. A
construgdo foi utilizada para transformar Escherichia coli BL21, a qual foi fornecida pelo
Prof. Dr. Sérgio Costa do Laboratorio de Bioquimica e Imunologia da UFMG. A expressdo da
proteina da Sm29 foi induzida por ImM de IPTG, por 4 horas a 37°C sob 170rpm de agitagdo.
Logo apds, as bactérias foram centrifugadas (5000 x g por 20 minutos a 4°C) e ressuspendidas
em de tampao de lise (10mM Na,HPO,4, 10mM NaH,POy4, 0.5M NaCl, 10mM imidazol). As
bactérias foram lisadas através de 4 pulsos de sonicacdao de 30 segundos (30% de amplitude)
com intervalo de 15 segundos entre os pulsos. O lisado de bactéria foi centrifugado (5000 x g
por 20 minutos a 4°C) e ressuspendido em tampao desnaturante (10mM Na,HPOs, 10mM
NaH,PO4, 0.5M NaCl, 10mM imidazol e 8M uréia). Foi realizado novamente um ciclo de
sonicacdo, como descrito anteriormente, e centrifugado a 5000 x g por 75 minutos a 4°C. A
Sm29r foi purificada por cromatografia de afinidade, em coluna de niquel (GE, Healthcare),
sob condi¢des desnaturantes, utilizando o equipamento AKTA (GE, Healthcare). Apds
purificagdo, a proteina foi dialisada contra solucdo de tampdo PBS (phosphate-buffered
saline) a 4°C, over night, para sua renaturagdo. Para a confirma¢ao da expressdo da proteina,
um gel de poliacrilamida a 15% foi realizado. A proteina foi dosada utilizando o Kit BCA

Protein Assay (Thermo Scientific Pierce, Rockford, IL, USA).
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4.5 Infeccido dos animais

A infecgdo dos camundongos pelo S. mansoni foi realizada através da via percutinea.
Para tanto, um dia antes da infec¢do, os camundongos tiveram os pelos da regido abdominal
removidos com o auxilio de uma gilete. Apds a remog¢ao dos pelos, os camundongos foram
mantidos em gaiolas sem maravalha, contendo uma grade que os separava do fundo da gaiola
onde ficam depositadas as fezes e urina dos mesmos. No momento da infec¢ao, os animais
foram anestesiados com uma mistura dos anestésicos Cloridrato de Xilasina (10mg/kg) e
Cloridrato de Ketamina (115mg/Kg), via intraperitoneal, e imobilizados com as patas presas a
mesa, com auxilio de esparadrapo. Em seguida, sobre o abdomen de cada animal, foi colocada
uma placa de acrilico perfurada no centro onde foi depositado 200ul de uma solugao
contendo, aproximadamente, 30 cercarias (para a infeccdo dos animais anterior & imunizagao-
sensibilizacdo), 50 cercdrias (para a infecdo dos animais apos imuniza¢gdo com Sm22.6r) ou
100 cercarias (para a infegdo dos animais ap6s imuniza¢do com Sm29r) de S. mansoni da cepa
LE. O nimero de cercdrias utilizadas na infeccdo dos animais pds-imunizacao se baseou nos
trabalhos anteriores os quais avaliaram as proteinas Sm22.6r ¢ Sm29r em protocolos de
imunizacao utilizando animais da linhagem C57BL/6 naive (Pacifico et al., 2006a; Cardoso et
al., 2008). Apos o periodo de 1 hora, foram retirados o esparadrapo e a placa de acrilico, e os
camundongos colocados de volta na gaiola sobre a grade de metal, conforme descrito
anteriormente. Apenas no dia seguinte os camundongos foram colocados em gaiolas contendo

maravalha.

4.6 Tratamento dos animais

Quarenta e cinco dias ap6s a primeira infeccao, os animais foram tratados com duas
doses de Praziquantel (PZQ) com um intervalo de cinco dias entre elas, na concentracdo de
800mg/Kg/dose. Para tanto, comprimidos de PZQ foram pesados, macerados e diluidos em
agua levando-se em conta o célculo do fator de correcao (considerando-se apenas o principio
ativo, excluindo-se o excipiente). A droga foi administrada com auxilio de uma seringa de
insulina acoplada a uma agulha especial para gavagem, em aco inox, com 3 cm de
comprimento e 1,2 mm de didmetro, permitindo que o liquido fosse injetado diretamente no

estomago do animal.
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4.7 Protocolo de imunizacio com as proteinas Sm22.6r e Sm29r
4.7.1 Estabelecimento do protocolo de imunizacéo

A fim de estabelecer o nimero de doses da vacina necessarias para conferir protecao
em animais primoinfectados, camundongos BALB/c foram divididos em nove grupos (para
cada proteina recombinante). Os grupos foram submetidos a diferentes nimeros de doses da

vacina recebida, conforme mostra a tabela abaixo (Tabela 1):

Tabela 1 — Grupos experimentais em protocolo de imuniza¢do com as proteinas Sm22.6r ou Sm29r

1? Tratamento Imunizagao Imunizagao Imunizagao 2%
Infecgao 1* dose 2* dose 3* dose Infecgao
Grupo PBS IT + + + - - +
uma dose
Grupo PBS IT 4 + + + - A
duas doses
Grupo PBS IT + + + + + +
trés doses
Grupo Sm22.6 IT ou
Sm29 IT 4F + + - - +
uma dose
Grupo Sm22.6 IT ou
Sm29 IT + + + + - +
duas doses
Grupo Sm22.6 IT ou
Sm29 IT 4 4 4 4 < 4
trés doses
Grupo controle 1* infecgdo + - - - - -
Grupo controle tratamento A + - - - -
Grupo controle 2% infec¢do - - - - - +

IT — infectado/tratado

Quinze dias apds o tratamento, os animais receberam a primeira dose da vacina. Os
grupos imunizados com Sm22.6r ou Sm29r, receberam 25ug da proteina/animal/dose, sendo o
intervalo entre as imunizagdes, nos grupos que receberam reforgo, de quinze dias entre as
doses. Na primeira dose, os camundongos foram imunizados juntamente com Adjuvante
Completo de Freund (CFA), ja nas doses subsequentes, foi utilizado o Adjuvante Incompleto
de Freund (IFA).

A fim de avaliar a eficacia das infec¢des, dois grupos controles foram utilizados neste
protocolo. O primeiro foi infectado juntamente com a primeira infeccdo dos grupos
experimentais e o segundo foi infectado juntamente com a segunda infeccdo dos grupos

experimentais, apds as imunizagdes. Além disso, um grupo controle do tratamento, infectado
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e tratado juntamente com os grupos experimentais, foi utilizado para avaliar a eficdcia do

tratamento realizado.

O esquema a seguir ilustra a estratégia experimental utilizada (Figura 1).

- Perfisio grupo Perfisio gmpo Perfizsio prupos
comrecle da woatrele do experineaE
infiogio tratmm=nin

| 7 |
0 45 N o0 140 diors
Trataments - Infecghio percutinea Avaliacs
percutinen FPZQ 2= (300mg'Eg} \i ﬂemﬁ:u—m {Contegemm vermes
k- tnnizados com Sm22 G f' do
; perfandidos & do 0 de
e .mthu-m 0503 presentes. figado &
PBS ou Sm226¢0u Sm20r +  mmimdos com Sm20r imiesting)
Adjuvente de Freund

b Perfimio grupo Perfirsidlo gmpo Perfirsio grupos
coniol da ool do experinmentals
infecyio trotamenbo

o 4|5 E|3 75 105 LSS dtos

Tnfecgio Tratanento —— Infecgio perratinea Avalinglo
percutinea  PZQ) 2x (300mg'Ke} ’f” m—miui: (Comtegem n° de vermes
30 cerchrias 3 }\ imuoatzades com Sm22 Gr perfandidos ¢ don® de

10¢ corchdias - enimeis mmﬁlﬁ)l

Imumirzagio
PRS ou Sm22.6r ou SmMy +
Adjovene de Freond
c Perfirsio grupo Perfirsio gmpo Perfizslo prupos
coamoks da controle do experinemiais
infecgio {retamemic
/] 4|5 ﬂ|5 7|S HI 120 L70 dies
Tratumento — i g
P2Q 2 ? ;;fql-n!r_mhﬂ ?ulhpop::nh.h
k-] S | | imnnizedos com S22 Gr perisudidos v do n* de
108 cercirizs - enimels ovos presentes figedo e
‘\» imizados. com Sm29r {ntestine)

PBS ou $Sm22.6r ou Sm2r +
Adjuvene de Freund

Figura 1 — Estratégia experimental segundo o nimero de imuniza¢ées: uma dose (a), duas doses (b) ou

trés doses (c).
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Pelo fato das proteinas Sm22.6r e Sm29r nunca terem sido testadas em protocolos
vacinais utilizando camundongos BALB/c naive, este trabalho também objetivou avaliar o
efeito protetor da imunizagdo nesta linhagem, a fim de comparar com os resultados
encontrados nos animais infectados/tratados e imunizados. Para tanto, camundongos BALB/c
naive foram divididos em trés grupos: Sm22.6, Sm29 e PBS, os quais receberam trés doses da
formulagdo vacinal contendo as proteinas Sm22.6r, Sm29r ¢ PBS, respectivamente, em
associacao ao adjuvante de Freund . Na primeira dose, os camundongos foram imunizados
juntamente com Adjuvante Completo de Freund (CFA), ja nas doses subsequentes, foi

utilizado o Adjuvante Incompleto de Freund (IFA).

4.7.2 Protocolo de imunizacdo com os adjuvantes ALUM e MPL

O potencial imunoprotetor da Sm29r também foi avaliado utilizando outros dois
adjuvantes: o Hidroxido de Aluminio (ALUM) e o Monofosforil Lipideo A (MPL) de
Salmonella minesota R595 (InvivoGen), os quais sdo aprovados para o uso em seres
humanos. Para isso, camundongos BALB/c previamente infectados e tratados, foram
divididos em quatro grupos: PBS ALUM, Sm29 ALUM, PBS MPL e Sm29 MPL, os quais
receberam trés doses da formulacdo vacinal contendo, respectivamente, PBS + ALUM
(1,3mg/animal); Sm29r (25pug/animal) + ALUM (1,3mg/animal); PBS + MPL (10ug/animal)
e Sm29r (25pug/animal) + MPL (10ug/animal).

4.8 Perfusao animais

Cinquenta dias ap6s a infeccdo dos grupos imunizados e controle da infeccdo, ou 15
dias apds o tratamento no grupo controle do tratamento, foi realizada a perfusdo dos animais
para a avalia¢do da carga parasitaria. Os camundongos foram eutanasiados por descolamento
cervical, e os vermes recuperados do sistema porta hepatico por perfusdo das veias
mesentéricas, segundo a técnica descrita por Pellegrino e Siqueira (1956). Os vermes
recuperados foram contados com auxilio de uma lupa, separando-os em machos e fémeas.
Nos grupos experimentais, o nivel de protecdo foi calculado comparando o nimero de vermes
recuperados nos grupos imunizados com as proteinas recombinantes: Sm22.6 IT, Sm29 IT,
Sm22.6, Sm29, Sm29 ALUM ou Sm29 MPL, com o numero de vermes obtidos nos seus
respectivos grupos controles: PBS IT, PBS, PBS ALUM ou PBS MPL, através da formulada

descrita:
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NP = VRGC — VRGE X 100
VRGC

onde: NP = nivel de protecao;
VRGC = vermes recuperados no grupo controle (PBS);

VRGE = vermes recuperados nos grupos experimentais.

4.9 Contagem do numero de ovos e avaliacao histopatologica

Durante a perfusdo foram retirados o figado e o intestino de cada camundongo dos
grupos imunizados, a fim de determinar o numero de ovos presentes nestes. Os 6rgdos foram
pesados e acondicionados em tubos conicos contendo solugdo de KOH 10% por 16 horas, a
4°C. No dia seguinte, os mesmos foram incubados a 37°C durante trinta minutos em banho-
maria. Entdo, os orgdos digeridos foram centrifugados por cinco minutos a 900 X @, o
sobrenadante descartado e o sedimento ressuspendido em salina 0,85%. Esta etapa foi
repetida por trés vezes. Apds a ultima centrifugagdo, o sedimento foi ressuspendido em ImL
de salina 0,85% e o nimero de ovos foi contado com o auxilio de um microscopio de luz.
Foram realizadas trés contagens de 10 uL da soluc¢do de cada 6rgdo a fim de se determinar o
numero de ovos por grama de 6rgao.

Partes do figado dos animais do grupo Sm29 IT e de seu controle também foram
coletados apds perfusdo para avaliacdo histopatologica. Esses foram fixados com formalina
10%, desidratados em concentracdes crescentes de etanol, clarificados com xilol,
impregnados em parafina e seccionados por microtomo em cortes, os quais foram corados
com Hematoxilina e Eosina (HE) para observacao dos granulomas. Para determinar a drea dos
granulomas foram escolhidos, de maneira aleatéria, 100 granulomas, aproximadamente, de
cada grupo (10 granulomas/animal) no estagio exsudativo. Os granulomas foram medidos
utilizando o software de andlise de imagens AxionVision 4.8 (Carl Zeiss Microlmaging

GmbH, Germany), sendo a area total de cada granuloma expressa em micromeros quadrados

(um?).

4.10 Avaliacdo do perfil de resposta humoral de camundongos imunizados
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Para determinar o perfil de resposta humoral de camundongos imunizados, foram
coletadas amostras de sangue dos animais ap6s infecg¢do, tratamento e imunizagdes (para os
animais infectados, tratados e imunizados com as proteinas Sm22.6r ou Sm29r + Freund), ou
apoOs as imunizagdes (para os camundongos naive imunizados com Sm22.6r ou Sm29r +
Freund, e para os animais infectados, tratados e imunizados com Sm29r + ALUM ou MPL).
Foram retirados, aproximadamente, 200 pL de sangue através do plexo retro orbital, com o
auxilio de uma pipeta Pasteur de vidro. Tais amostras foram incubadas por 30 minutos, a
temperatura ambiente (TA) e, entdo, centrifugadas (3220 X g/5min.) para a obtencdo do soro.
Os soros foram congelados em freezer (-20°C) e, em seguida, utilizados em ensaios de ELISA
para a dosagem dos anticorpos IgG, IgG1, IgG2a e IgE especificos para Sm22.6r ¢ Sm209r.

Para a realizagdo do ELISA, placas de microensaio de 96 pocos (Nunc- Maxsorp)
foram sensibilizadas com Sm22.6r ou Sm29r na concentra¢do de 5 pg/mL (para IgG, 1gG1 e
IgG2a) ou 1 pg/mL (para IgE), em tampao carbonato-bicarbonato, pH 9.6 por 12 a 16 horas a
4°C. As placas, entdo, foram lavadas (300 uL/pogo) com PBST,( (phosphate-buffered saline e
Tween 20) por trés vezes e bloqueadas, com 300 pL/poco de PBST, acrescentado por 3% de
Soro Fetal Bovino (FBS, GIBCO, USA), por 2 horas a temperatura ambiente (IgG, IgG1 e
IgG2a) ou com PBSTy acrescido de 3% de leite em p6 desnatado por 16 horas a 4° (IgE).
Depois do bloqueio, as placas foram novamente lavadas e foram adicionadas amostras de

soros, em duplicata, diluidas em PBST, nas seguintes propor¢des (Tabela 2).

Tabela 2 — Diluigo dos soros

Diluigao do soro de Diluigao do soro de Diluigao do soro de
camundongos infectados/ camundongos camundongos infectados/
tratados e imunizados naive imunizados com tratados e imunizados com
com Sm29r, Sm22.6r Sm29r, Sm22.6r ou Sm29r ou PBS + ALUM ou
ou PBS + Freund PBS + Freund MPL

IgG 1:1.000 (ensaio Sm29 e 1:200 (ensaios Sm22.6, 1:1.000 (ensaios Sm29 e
controle PBS) Sm29 e controles PBS) controles PBS)
1:600 (ensaio Sm22.6 e
controle PBS)

IgG1 1:1.000 (ensaios Sm22.6, Sm29 1:200  (ensaios = Sm22.6, 1:1.000 (ensaios Sm29 e
e controles PBS) Sm29 e controles PBS) controles PBS)

IgG2a 1:100 (ensaio Sm29 e controle 1:200  (ensaios  Sm22.6, 1:1.000 (ensaios Sm29 e
PBS) Sm29 e controles PBS) controles PBS)
1:400 (ensaio Sm22.6 ¢
controle PBS)

IgE 1:40 (ensaios Sm29, Sm22.6 ¢ nao foi realizado 1:40 (ensaios Sm29 e controles
controles PBS) ensaio para avaliagdo PBS)

de IgE nestes animais

As diluigdes dos soros foram padronizadas através da realizacdo de ensaios utilizando
dilui¢des seriadas de um pool de soro para cada grupo imunizado. Cem microlitros dos soros

diluidos foram pipetados em cada poco e as placas foram incubadas por 1 hora a temperatura
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ambiente. Apds nova etapa de lavagem, 100 pL por poco dos anticorpos anti-IgG (Southern
Biotech), anti-IgG1 (Southern Biotech), anti-IgG2a (Southern Biotech) de camundongo,
conjugados a peroxidase, diluidos em PBST,o respectivamente, a 1:10.000, 1:10.000 e
1:8.000 foram adicionados as placas por 1h a temperatura ambiente. Para IgE, as placas foram
incubadas com um anticorpo anti-IgE de camundongo, conjugado a biotina, na diluicdo de
1:250 (por 1h a TA). Depois de as placas serem lavadas, foi adicionado avidina conjugada a
peroxidase (1:250) por trinta minutos. A reagdao de revelacdo das placas foi iniciada com a
adicdao de 100 pL/ poco do substrato tetrametilbenzidina-TMB (Invitrogen), e parada com 50
nL/ poco de acido sulfurico a 5%. As placas foram lidas a 450 nm em leitor de ELISA.

4.11 Reconhecimento das proteinas Sm22.6 e Sm29 na superficie do parasito por

anticorpos de animais imunizados

Para avaliar a expressdo das proteinas Sm22.6 e Sm29 na superficie do parasito,
esquistossomulos recém-transformados foram incubados com soro de camundongos BALB/c
naive imunizados com trés doses de Sm22.6r ou Sm29r associados ao adjuvante de Freund.
Cercarias foram mecanicamente transformadas em esquistossomulos como descrito
anteriormente (Ramalho-Pinto et al., 1974), com algumas modificacdes. Em resumo, as
cercarias foram incubadas em gelo por 30 min., centrifugadas (1800 X g/3 min./4°C), e
ressuspendidas em meio Glasgow (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) gelado com 1% de
penicilina/estreptomicina e 10% de soro fetal bovino. As caudas das cercarias foram
quebradas apos serem vortexadas por 2 min. na velocidade méxima e foram removidas
através de varios ciclos de lavagem com meio Glasgow. Os esquistossdomulos foram
cultivados por 3 horas a 37°C em meio. Logo apo6s, os esquistossomulos foram incubados com
o soro de camundongos imunizados e anti-IgG de camundongo conjugado a FITC, como
descrito anteriormente (Melo et al., 2014). Resumidamente, os esquistossémulos (20/poco)
foram lavados trés vezes com meio DMEM apds serem centrifugados a 1800 x g por 5 min.
Logo apoés, os parasitas foram fixados com PBS + 1% de formaldeido por 1h/4C°. Os
esquistossomulos foram lavados trés vezes com PBS e incubados com RPMI por 30 min. e
com PSB + 1% de BSA por mais 30 min. Apos trés ciclos de lavagem, os esquistossomulos
foram incubados (overnight a 4°) com soro de camundongos imunizados com
Sm22.6r+CFA/IFA ou Sm29r+CFA/IFA ou inoculados com PBS+CFA/IFA, diluidos em
PBS (1:50). Os esquistossomulos, entdo, foram lavados por trés vezes com PBS + 1% de
BSA, incubados com RPMI por 30 min., lavados com PBS (3x) e incubados novamente com
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PBS + 1% de BSA por 30 min. Finalmente, os parasitos foram incubados com um anti-IgG de
camundongo conjugado a FITC por 2 horas ao abrigo de luz e lavados novamente com PBS
(3x). A ligagdo dos anticorpos na superficie dos esquistossomulos foi avaliada por
microscopio de fluorescéncia. A intensidade de fluorescéncia detectada no tegumento dos
esquistossomulos foi medida utilizando o software ImageJ e a andlise da fluorescéncia foi

determinada como descrito anteriormente (Burgess et al., 2010).

4.12 Avaliagao do perfil de resposta celular de camundongos imunizados

Bago dos camundongos dos grupos Sm22.6 IT, Sm29 IT, PBS IT, Sm22.6, Sm29,
Sm29 ALUM, Sm29 MPL, PBS ALUM e PBS MPL, bem como, de camundongos infectados
e tratados (controle do experimento) foram obtidos apos eutandsia dos animais, sete dias apos
a terceira imunizagdo ou cinquenta dias pds tratamento. O bago de cada camundongo foi
retirado em capela de fluxo laminar e depositado em salina estéril gelada. Os 6rgaos, entdo,
foram macerados, centrifugados (4°C, 10 min., 394 X g) e as hemacias lisadas com ACK por 5
minutos. Os esplenocitos foram lavados com salina estéril, novamente centrifugados e
ressuspendidos com 1 mL de meio RPMI 1640, suplementado com 10% de SFB e 3% de
antibidtico (Penicilina e Estreptomicina). Os esplendcitos de cada camundongo foram
contados em Camara de Neubauer, sendo a viabilidade das células observadas pelo uso do
corante Azul de Tripan (0,4%). As células obtidas foram distribuidas em placas de cultura de
96 pocos com fundo em “U” na concentragdo de 1 X 10° células e mantidas em cultura a 37°C
a 5% de CO; na presenga de estimulos (ConA (5pug/mL) ou anti-CD3 (lpg/mL) como
controles positivos € Sm22.6r (25ug/mL) ou Sm29r (25ug/mL)) ou ndo estimuladas (meio
RPMI). Apos 24 e 72 horas, o sobrenadante das células foi coletado e armazenado em freezer
-70°C para serem utilizados posteriormente. Foram quantificados os niveis das citocinas IL-2,
IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, IFN-y e TNF-a produzidas em cultura através da técnica Cytometic
Bead Array, CBA (BD Pharmingen, E.U.A.), utilizando o Kit CBA Th1/Th2/Th17 especifico
para camundongos.

O CBA foi realizado de acordo com o protocolo do fabricante, porém, com algumas
modificacdes. Aliquotas de 25uL de cada amostra, bem como, 25uL do controle negativo do
kit, foram incubadas com 21pL da mistura das sete beads (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17,
IFN-y e TNF-a)) e 17uL do reagente de detec¢ao marcado com PE, por 3 horas a temperatura
ambiente e ao abrigo de luz. Assim como as amostras, também foram incubadas aliquotas do

padrao de citocinas do kit, diluidas previamente, por dilui¢do seriada, partindo de uma
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concentragdo de 5000 pg/mL até 20 pg/mL. Apds o periodo de incubagdo, os tubos foram
centrifugados (340 x g/7 min./18°C), o sobrenadante foi descartado e as amostras adquiridas
em citometro de fluxo (FACScalibur, BD, E.U.A). De acordo com o kit, o limite de deteccdo
de cada citocina ¢ de: IL-2 (0,1 pg/mL), IL-4 (0,03 pg/mL), IL-6 (1,4 pg/mL), IL-10 (16,8
pg/mL), IL-17 (0,8 pg/mL), IFN-y (0,5 pg/mL) e TNF-a (0,9 pg/mL). Os dados foram
analisados através do Software FCAP Array (Becton Dickinson).

Os esplendcitos obtidos dos animais dos grupos Sm29 ALUM, Sm29 MPL, PBS
ALUM e PBS MPL também foram utilizados para marcacao intracitoplasmatica das citocinas
IL-4, IFN-y e IL-10. Para tanto, as células foram distribuidas em placas de cultura de 96 pogos
com fundo em “U” na concentragdo de 0,5 X 10° células e mantidas em cultura a 37°C e 5%
CO; em Meio (RPMI), na presenga do estimulo anti-CD3 - controle positivo (1pg/mL),
Sm29r (25pg/mL) por 18 horas. A secre¢do de citocinas foi impedida pela adigdo de
Brefeldina A (1pg/mL) a cultura por 4h. Posteriormente, as células foram centrifugadas (387
X g/ 7 min.), retirado o sobrenadante, ¢ os receptores para FCy, CD16/CD32, foram
bloqueados pela adicao de anticorpos anti-CD16/CD32 de camundongo (BD Pharmingen).
Entdo, as células foram lavadas com PBS (Sigma), centrifugadas (387 x g/ 7 min.) e
incubadas, por 15 minutos a 4°C, com anticorpo anti-CD4 de camundongo conjugado a FITC
(BD-Pharmingen, clone GK1.5), anti-CD3 conjugado a Biotina (BD-Pharmingen, clone
500A2), anti-CD44 conjugado a Alexa 700 (eBioscience, clone IM7). As células, entdo,
foram lavadas e foi adicionado a estreptavidina CF594 (dilui¢ao 1:800) por 15 min. a
temperatura ambiente. As células foram lavadas com PBS (Sigma), e depois, fixadas e
permeabilizadas com uma solu¢do Fixation/Permeabilization do Kit BD Cytofix/Cytoperm
(BD), por 20 min. a 4°C. Logo ap6s, as cé€lulas foram incubadas por 30 minutos, a
temperatura ambiente, com anticorpos monoclonais anti-IL-4 conjugado a PE (BD-
Pharmingen, clone 11B11), anti-IFN-y conjugado a eFluor450 (eBioscience, clone XMG1.2)
e anti-IL-10 conjugado a APC (BD-Pharmingen, clone JES5-16E3). Os esplendcitos foram
lavados com a solugdo Perm/Wash buffer do Kit Cytofix/Cytoperm (BD) e, entdo, adquiridos
no citdmetro de fluxo BD LSRFortessa (Becton Dickinson, San José, CA). Os dados foram
analisados usando o software FlowJo 7.6.3 (Tree Star, Ashland). A Figura 2 ilustra a

estratégia de andlise utilizada.
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Figura 2 — Estratégia de analise da marcagdo das citocinas intracitoplasmaticas. Na analise, os doblets
(células em dupla) foram eliminados através da criagdo de um gate dentro do dot-plot FSC-A x FSC-H. A seguir,
as eventuais bolhas detectadas durante a aquisigéo foram eliminadas através da criagdo de um gate dentro do dot-
plot time x SSC-H. Entdo, a populagdo de linfécitos foi selecionada dentro do dot-plot SSC-A (complexidade
citoplasmatica) X FSC-A (tamanho). Dentro da populagdo de linfécitos, as células CD3'CD4" foram
selecionadas e dentro desta regido as células CD4'CD44" foram escolhidas. O percentual de células duplo
positivas para CD4 e IL-10, CD4 e IL-4 ou CD4 e IFN-y foi determinado dentro do gate das células
CD4'CD44" (A). Dentro da populagio CD4'CD44"™ também foi realizada uma analise de “boolean gating” para
as citocinas, o que permite a combinagdo dos gates, a fim de avaliar a produgao de diferentes citocinas pela
mesma célula. Na andlise foram consideradas as populagdes Th1 (IFN-y"/IL-47/IL-10"), Th1/IL-10 (IFN-y'/IL-4"
/IL-10"), Th2 (IFN-y/IL-4"/IL-107), Th2/IL-10 (IFN-y/IL-4"/IL-10") e Tr1 (IFN-y/IL-4/IL-10") (B).
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4.13 Avaliacao imunofenotipica de camundongos imunizados

Além da avaliacdo dos niveis de citocinas produzidos em camundongos imunizados,
também foi avaliado o fenotipo das células TCD4, TCDS, células B e macrofagos quanto a
alguns marcadores de ativagdo e memoria, para os animais dos grupos Sm22.6 IT, Sm29 IT,
PBS IT, Sm22.6 ¢ Sm29; e quanto a marcadores de células B ¢ TCD4 de memoéria para os
grupos Sm29 ALUM, PBS ALUM, Sm29 MPL e PBS MPL. Para tanto, os esplendcitos
obtidos dos camundongos de cada grupo, foram processados como descrito anteriormente
para o ensaio de marcagdo de citocinas intracitoplasmaticas. As células foram plaqueadas na
concentracio de 0,5 x 10° ¢ seus receptores para FCy foram bloqueados pela adi¢do de
anticorpos anti-CD16/CD32 de camundongo (BD Pharmingen). Posteriormente, as células
foram lavadas com PBS (Sigma), centrifugadas (387 X g/ 7 min.) e incubadas, por 15 minutos
a 4°C, com os seguintes anticorpos: anti-CD4 (BD-Pharmingen, clone GK1.5), anti-CD8 (BD-
Pharmingen, clone 53-6.7), anti-F4/80 (eBioscience, clone BMS8) conjugados a FITC; anti-
CD69 (eBioscience, clone HI1.2F3), anti-CD86 (Accurate Chemical and Scientific
Corporation, Westbury, NY, USA) e anti-CD4 (BD-Pharmingen, clone GK1.5) conjugados a
PE; anti-CD27 (eBioscience, clone LG.7F9), anti-CD3 ((BD-Pharmingen, clone 500A2) e
anti-CD25 (BD-Pharmingen, clone 7D4) conjugados a Biotina; anti-CD19 (BD-Pharmingen,
clone 1D3) e anti-CD127 (BD-Pharmingen, clone A7R34) conjugados a PECy7; anti-CD44
(BioLegend, clone IM7) conjugado a Pacific Blue; anti-CD62L (BioLegend, clone MEL-14)
conjugado a APC/Cy 7; anti-CD44 (e-Bioscience, clone IM7) e anti-CD62L (BD-
Pharmingen, clone MEL-14) conjugado a Alexa 700.

Apds o periodo de incubacdo, as células foram lavadas com PBS (0,15M), BSA
(0,5%) e NaN; (2mM) e foi adicionado a estreptavidina APC (diluicdo de 1:200), APC/Cy 7
(diluicao 1:1000) ou CF584 (dilui¢do 1:800), nos pogos onde os esplendcitos foram marcados
com anticorpos conjugados a biotina, de acordo com cada combina¢do. Apds 20 minutos, as
células foram lavadas e fixadas com formaldeido 2%. As células foram adquiridas no
citometro de fluxo BD LSRFortessa (Becton Dickinson, San José, CA) e os dados foram
analisados usando o software FlowJo 7.6.3 ou FlowJo vX.0.7 (Tree Star, Ashland).

Os quadros abaixo mostram as combinag¢des dos anticorpos utilizados para a marcacao
das células (Quadro 1 ¢ Quadro 2) e figuras seguintes representam as estratégias de analise

empregadas na avaliagao dos fenotipos de ativagdo (Figura 3) memoria (Figura 4).
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Quadro 1 — Anticorpos utilizados na avaliagdo imunofenotipica dos grupos Sm22.6 IT, Sm29 IT, PBS IT,

Sm22.6 e Sm29.
Anticorpo Fluorocromo Principais células que Funcéo
Monoclonal expressam
Anti- CD4 FITC Linfécitos T auxiliares, | Co-receptor de MHC de classe
mondcitos e macrofagos II;
Anti-CD25 Biotina/ Células T e B ativadas, Forma complexo com receptor
Estreptavidina macrofagos ativados de IL-2 de alta afinidade IL-2R
Marcacio APC Byc; Crescimento de células T
linfécitos
TCD4
ativados Anti-CD69 PE Células T e B ativadas, Molécula de ativagdo de
macrofagos e células NK leucocitos.
Esta relacionada a ativacdo
recente
Anti-CD8 FITC Linfécitos T citotoxicos | Co-receptor de MHC de classe
I
Marcacio Anti-CD25 Biotina/ Células T e B ativadas, Forma complexo com receptor
. e e Estreptavidina macrofagos ativados de IL-2 de alta afinidade IL-2R
linfocitos . : ;
TCDS APC Byc; Crescimento de células T
ativados Anti-CD69 PE Células T e B ativadas, Molécula de ativagio de
macrofagos e células NK leucocitos.
Esta relacionada a ativacdo
recente.
Anti-CD19 PE-Cy7 Linfocitos B Papel na ativagdo de células B
Marcacio
linfocitos
B ativados Anti-CD86 PE Células B e monocitos Co-estimulador para ativagdo
de linfocitos T, ligante de
CD28 e CTLA-4
Anti-F4/80 FITC Macrofagos Sua fungdo ainda ndo esta
totalmente elucidada. Estudos
recentes demonstram que a
molécula tem papel no
Marcacio desenvolvimento de tolerancia
macrofago imunologica
s ativados Anti-CD86 PE Células B e mondcitos Co-estimulador para ativagado
de linfocitos T, ligante de
CD28 e CTLA-4
Anti- CD4 PE Linfocitos Adesio (se liga ao MHC 11);
transducdo de sinal.
Anti-CD8 FITC Linfécitos Adesdo (se liga ao MHC I);
Marcacio transdug@o de sinal.
de Anti-CD44 Pacific Blue Leucdcitos e eritrocitos | Principal fungdo como receptor
linfécitos de “homing” celular; Receptor
T de para componentes da matriz
memoria (ex. ac. Hialur6nico); impede
ativacdo de Fas/Fas ligante.
Anti-CD127 PE-Cy7 Linfocitos T e B Receptor de IL-7
Anti-CD62L Alexa 700 Linfécitos T e outros Adeséo leucocito-endotélio;
leucocitos “homing” de células para os
linfonodos periféricos.
Marcacio Anti-CD19 Pe-Cy7 Linfécitos B Papel na ativagdo de células B
linfocitos
B de Anti-CD27 Biotina/ Células T maduras e Receptor de célula B
memoria Estreptavidina células B de memoria
APC
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Quadro 2 — Anticorpos utilizados na avaliacdo imunofenotipica dos grupos Sm29 ALUM, PBS ALUM, Sm29

MPL e PBS MPL.

Anticorpo Fluorocromo Principais células que Funcéo
Monoclonal expressam
Anti- CD4 FITC Linfocitos Adesaio (se liga ao MHC 1I);
transducdo de sinal
Anti-CD44 Alexa700 Leucocitos e eritrocitos | Principal fungdo como receptor
de “homing” celular; Receptor
Marcacio para componentes da matriz
de (ex. ac. Hialur6nico); impede
linfécitos ativacdo de Fas/Fas ligante
T de Anti-CD127 PE-Cy7 Linfocitos T e B Receptor de IL-7
memoéria Anti-CD62L APC/Cy7 Linfocitos T e outros Adesdo leucdcito-endotélio;
leucdcitos “homing” de células para os
linfonodos periféricos
Anti-CD3 Biotina/ Linfécitos T Co-receptor de células T que
Estreptavidina interage com a molécula TCR
CF584 para ativagdo dos linfécitos
Anti-CD19 Pe-Cy7 Linfocitos B Papel na ativacdo de células B
Marcagio Anti-CD27 Biotina/ Células T maduras e Receptor de célula B
linfécitos Estreptavidina células B de memoria
B de APC
memoria Anti-CD3 FITC Linfocitos T Co-receptor de células T que
interage com a molécula TCR
para ativacdo dos linfocitos
A Dentro do gate linfocitos —_— B

AmCyan
SSC-A

CD4

11235
. 77.0| 8.4

o 10t 10 10 10

CD19

Figura 3 - Estratégia de analise da marcacio dos linfocitos e macrofagos ativados. Na analise dos linfocitos
ativados (A), os doblets (células em dupla) foram eliminados através da criagdo de um gate dentro do dot-plot
FSC-A x FSC-H. A seguir, as eventuais bolhas detectadas durante a aquisicdo foram eliminadas através da
criacdo de um gate dentro do dot-plot time x SSC-A. Entdo, a populagdo de linfocitos foi selecionada dentro do
dot-plot SSC-A (complexidade citoplasmatica) X FSC-A (tamanho). A partir dai, trés populagdes de linfocitos
foram selecionadas: linfocitos T citotoxicos - CDS8", linfocitos T auxiliares - CD4" e linfocitos B - CD19".
Dentro das populagdes de células CD4" ¢ CDS" foram selecionadas as populac¢des positivas para CD25 ou CD69
(soma dos quadrantes Q1+Q2 ou Q2+Q4). Dentro do gate de linfocitos CD19, foi selecionada a populagio
duplo positiva para CD19 ¢ CD86 (A). Para a analise de macréfagos ativados (B), apds a eliminagdo das
eventuais bolhas detectadas durante a aquisi¢do (dentro do dot-plot time x SSC-A), foi selecionada a populagado
duplo positiva para F4/80 e CD86 (B).
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Figura 4 - Estratégia de analise da marcacio dos linfocitos de memoria. Para a analise da marcacdo dos
linfécitos T de memoria (A e B), os doblets (células em dupla) foram eliminados através da criagdo de um gate
dentro do dot-plot FSC-A x FSC-H. A seguir, as eventuais bolhas detectadas durante a aquisi¢do foram
eliminadas através da criacdo de um gate dentro do dot-plot time x SSC-A. Entdo, a populagdo de linfocitos foi
selecionada dentro do dot-plot SSC-A (complexidade citoplasmatica) X FSC-A (tamanho). Na populagdo dos
linfocitos foram selecionadas as células CD4" e CD8‘+ (A) ou as células duplo positivas para CD4 ¢ CD3 (B). As
células duplo positivas para CD4 ou CD8 e CD44" foram selecionadas, sendo que dentro dessa populagdo as
células CDI27" e CD62"" representaram as células CD4 ou CD8 de memoria efetora, e a populagio CD127" ¢
CD62" representaram as células CD4 ou CD8 de memoéria central (A e B). Dentro da populagdo dos linfocitos
também foram selecionadas as células positiva para CD19 (C) ou CD19°CD3" (D), sendo que dentro destas
populacdes, foram considerados os linfécitos CD19" e CD27" (C e D). As analises descritas em (A) e (C) foram
realizadas para os grupos Sm22.6 IT, Sm29 IT, PBS IT, Sm22.6 e Sm29, e as analises descritas em (B) e (D)
para os grupos Sm29 ALUM, PBS ALUM, Sm29 MPL e PBS MPL.

4.14 Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 5.0
(San Diego, Ca, USA). Antes de realizar as analises, os dados foram submetidos ao teste de
normalidade de D’Agostino e Pearson. Os resultados que apresentaram distribuicdo normal
foram analisados utilizando: analise de variancia, seguida dos testes de comparagdes multiplas
de Tukey, quando as comparagdes envolveram mais de duas varidveis. O teste T de student
foi empregado quando comparadas somente duas variaveis, sendo consideradas significativas

as diferengas com o valor de p < 0,05.
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Os resultados que ndo apresentaram distribui¢do normal foram analisados através do
teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de compara¢des multiplas de Dunn,
quando as comparagdes envolveram mais de duas variaveis. O test Mann-Whitney foi
empregado quando comparadas somente duas varidveis. Para tais testes foi considerado

significativa as diferencas com o valor de p < 0,05.
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S RESULTADOS

5.1 Avaliacao parasitolégica: determinacio da carga parasitaria e do nimero de ovos

presentes no figado e intestino dos animais imunizados

5.1.1 Grupos Sm22.6 IT, Sm29 IT e PBS IT

Camundongos infectados, tratados e imunizados com uma, duas ou trés doses da
proteina Sm22.6r ou Sm29r + adjuvante de Freund, ap6s reinfecgdo, foram perfundidos,
juntamente com os grupos controle, para determinag¢ao do nimero de vermes recuperados.

Independente do numero de doses recebidas, em nenhum dos grupos houve redugdo da
média do nimero de vermes recuperados no grupo imunizado com Sm22.6 em relagdo grupo
inoculados com PBS. Entre os grupos controle da infec¢do e do tratamento foi observada uma
redugdo significativa no niumero de vermes no grupo tratado, demonstrando a acao do

tratamento (Figura 5 a,b,c).
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Figura 5- Numero de vermes recuperados dos grupos Sm22.6 IT e PBS IT. Camundongos infectados e
tratados (2x PZQ — 800mg/Kg) foram imunizados com uma (a), duas (b) ou trés (c¢) doses da vacina contendo
Sm22.6r+CFA/IFA. Este resultado ¢é representativo de dois experimentos independentes. Os graficos
representam a distribui¢do do niumero de vermes recuperados em cada grupo. A média e o desvio padrao de cada
grupo estdo representados no grafico. PBS IT = grupo infectado e tratado que foi inoculado com PBS + adj. de
Freund. Sm22.6 IT = grupo infectado e tratado que foi imunizado com Sm22.6 + adj. de Freund. Analise
estatistica foi realizada pelo teste T de student. As diferengas significativas estdo apontadas no grafico.

Quanto aos animais imunizados com Sm29r, os mesmos ndo apresentaram diferencga
no numero de vermes recuperados em relacdo ao grupo inoculado com PBS, quando
imunizados com uma ou duas doses (Figura 6 a e b). Porém, os animais imunizados com trés
doses, apresentaram uma redugdo significativa em relagdo ao grupo controle, apresentando
um nivel de protecdo entre 31% (Figura 6 c). Para confirmar o resultado observado nos
grupos imunizados com trés doses de Sm29r, outros dois experimentos foram realizados
(Figura 7). Os resultados de ambos os ensaios confirmaram a reducdo do nimero de vermes
no grupo Sm29 IT em relacdo ao PBS IT, apresentando um nivel de protecao de 48 e 26%,

respectivamente (Figura 7 ae b).
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Figura 6 - Numero de vermes recuperados dos grupos Sm29 IT e PBS IT. Camundongos infectados e
tratados (2x PZQ — 800mg/Kg) foram imunizados com uma (a), duas (b) ou trés (c) doses da vacina contendo
Sm29r+CFA/IFA. Os graficos representam a distribui¢gdo do nimero de vermes recuperados em cada grupo. A
média e o desvio padrao de cada grupo estdo representados no grafico. PBS IT = grupo infectado e tratado que
foi inoculado com PBS + adj. de Freund. Sm29 IT = grupo infectado e tratado que foi imunizado com Sm29 +
adj. de Freund. Andlise estatistica foi realizada pelo teste T de student. As diferengas significativas estdo
apontadas no grafico.
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Figura 7 — Numero de vermes recuperados dos grupos Sm29 IT e PBS IT imunizados com trés doses.
Camundongos BALB/c infectados e tratados foram imunizados com trés doses da vacina contendo
Sm29+CFA/IFA. Os graficos representam dois experimentos independentes (a e b). Os graficos demonstram a
distribui¢do do nimero de vermes recuperados em cada grupo. A média e o desvio padrio de cada grupo estdo
representados no grafico. PBS IT = grupo infectado e tratado que foi inoculado com PBS + adj. de Freund. Sm29
IT = grupo infectado e tratado que foi imunizado com Sm29 + adj. de Freund. Analise estatistica foi realizada
pelo teste T de student. As diferengas significativas estdo apontadas no grafico.

A fim de determinar o efeito da imunizagdo sobre o nimero de ovos presentes no
intestino e figado dos animais, os camundongos dos grupos Sm22.6 IT e Sm29 IT foram
avaliados. Nos animais imunizados com a proteina Sm22.6r e adj. de Freund, formulagao
vacinal que ndo foi protetora, ndo houve diferenca significativa em relagdo ao niimero de ovos
presentes em ambos os 6rgdos (Figura 8 a).

Nos animais imunizados com a proteina Sm29r, também nao foi observada diferenca
significativa no nimero de ovos presos no figado em relagdo ao grupo PBS IT (Figura 8 b).
Em relacdo aos ovos presentes no intestino dos animais do grupo Sm29 IT, porém, foi
observada uma redugdo significativa em relacdo ao grupo PBS IT (Figura 8 b), refletindo a
redu¢do do nimero de vermes observada nestes animais. Nos animais imunizados com Sm29r
associado ao adj. de Freund, formulagdo vacinal que se mostrou protetora, também foi
avaliado o efeito da vacinacdo sobre a patologia da doenga (area do granuloma). Apesar da
prote¢do observada, os camundongos do grupo Sm29 IT ndo apresentaram reducdo na area do

granuloma (Figura 9).
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Figura 8 — Numero de ovos presentes no figado e intestino de animais infectados/tratados, imunizados com
Sm22.6r (a) ou Sm29r (b). Camundongos infectados, tratados e imunizados, cinquenta dias apds serem
reinfectados, foram eutanasiados para determinar o niimero de ovos/grama de figado ou intestino. Barras
representam a média + desvio padrdo do nimero de ovos/grama de 6rgdo. PBS IT = grupo infectado e tratado
que foi inoculado com PBS + adj. de Freund; Sm29 IT = grupo infectado e tratado que foi imunizado com
Sm29r + adj. de Freund; Sm22.6 IT = grupo infectado e tratado que foi imunizado com Sm22.6r + adj. de
Freund. Analise estatistica foi realizada pelo teste T de student. Diferengas significativas estdo apontadas no
grafico.
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Figura 9 — Area do granuloma de animais, previamente infectados e tratados, imunizados com Sm29r.
Camundongos infectados, tratados ¢ imunizados, cinquenta dias apds serem reinfectados, foram eutanasiados
para determinagdo da area dos granulomas. Barras representam a média + desvio padrdo da area dos granulomas.
PBS IT = grupo infectado e tratado que foi inoculado com PBS + adj. de Freund; Sm29 IT = grupo infectado e
tratado que foi imunizado com Sm29r + adj. de Freund. Analise estatistica foi realizada pelo teste T de student.
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5.1.2 Grupos Sm22.6, Sm29 e PBS

Com o objetivo de avaliar a eficicia da vacinacao, com as proteinas Sm22.6r e Sm29r,
em camundongos naive da linhagem BALB/c, os animais foram imunizados com trés doses
da formula¢do vacinal contendo Sm22.6r/adjuvante Freund, Sm29r/adjuvante Freund e
PBS/adjuvante Freund, respectivamente. Esta avaliacdo se mostrou de grande relevancia ja
que os estudos prévios de imunizagdo com tais proteinas, desenvolvidos por Cardoso e
colaboradores (2008) e Pacifico e colaboradores (2006a), foram realizados em camundongos
da linhagem C57BL/6. Nossos resultados demostram que, diferentemente dos animais da
linhagem C57BL/6, a imunizagdo de camundongos BALB/c naive com Sm22.6r ou Sm209r,
ndo foi capaz de conferir prote¢do contra a infec¢do por S. mansoni (Figura 10). A
imunizacdo também ndo teve efeito sobre nimero de ovos presentes no figado e intestino

destes animais (Figura 11).
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Figura 10 - Nimero de vermes recuperados dos grupos Sm29, Sm22.6 ¢ PBS. Camundongos BALB/c naive
foram imunizados com trés doses de Sm29r+CFA/IFA (a) ou Sm22.6+CFA/IFA (b), bem como, seus controles
negativos foram inoculados com PBS+CFA/IFA, e o numero de vermes recuperados apds perfusdo foi
determinado. Os graficos representam a distribui¢do do niimero de vermes recuperados em cada grupo. A média
e o desvio padrdo de cada grupo estdo representados no grafico. PBS = inoculado com PBS + adj. de Freund;
Sm22.6 = grupo imunizado com Sm22.6r + adj. de Freund; Sm29 = grupo com Sm29r + adj. de Freund. Analise
estatistica foi realizada pelo teste T de student.
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Figura 11 — Numero de ovos presentes no figado e intestino de animais naive imunizados com Sm29r (a)
ou Sm22.6r (b). Camundongos imunizados, cinquenta dias ap6és serem reinfectados, foram eutanasiados para
determinar o numero de ovos/grama de figado ou intestino. Barras representam média + desvio padrdo do
nimero de ovos/grama de 6rgdo. PBS = grupo inoculado com PBS + adj. de Freund; Sm29 = imunizado com
Sm29r + adj. de Freund. Analise estatistica foi realizada pelo teste T de student.

5.1.3 Grupos Sm29 ALUM, PBS ALUM, Sm29 MPL e PBS MPL

Apds comprovacdo da eficacia da imunizacdo com Sm29r em associacdo ao adj. de
Freund nos animais BALB/c, previamente infectados/tratados, foram avaliadas outras duas
formulagdes vacinais contendo diferentes adjuvantes. Esta avaliacdo ¢ de extrema relevancia,
j& que o adjuvante de Freund ndo ¢ permitido para o uso em seres humanos. Assim, animais
BALB/c infectados/tratados foram imunizados com Sm29r associado ao adjuvante ALUM ou
MPL, os quais sdo seguros para o uso em humanos.

Nossos resultados demostram que a formulagao vacinal contendo o adjuvante ALUM
foi capaz de conferir prote¢do em camundongos desafiados com cercarias do S. mansoni. A
imunizacao foi capaz de reduzir significativamente a carga parasitaria em 29%, em relagdo ao
grupo PBS Alum (Figura 12 a). A imunizacao dos animais com Sm29r/MPL, porém, ndo

induziu protecdo (Figura 12 a). Esses resultados foram confirmados por outro experimento, o
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qual demonstrou uma protecdo de 37% no grupo Sm29 ALUM em relagcdo ao grupo PBS
ALUM (Figura 12 b).

Em relacdo ao nimero de ovos presentes no figado e intestino de camundongos
imunizados com Sm29r/MPL, ndo houve redugdo significativa, quando comparado ao grupo
PBS MPL (Figura 13 b). Nos animais imunizados com Sm29r/ALUM, porém, o nimero de
ovos presos no intestino destes animais foi significativamente menor em relacdo ao grupo
PBS ALUM, refletindo a redugdo do niimero de vermes observada neste grupo (Figura 13 a).
No entanto, ndo houve diferenca em relacdo ao ntimero de ovos presentes no figado dos
animais do grupo Sm29 ALUM quando comparado aos animais do grupo PBS ALUM
(Figura 13 a).
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Figura 12 - Nimero de vermes recuperados dos grupos Sm29 ALUM, PBS ALUM, Sm29 MPL e PBS
MPL. Camundongos BALB/c, previamente infectados e tratados, imunizados com trés doses de Sm29r +
ALUM ou MPL foram avaliados quanto a prote¢do desencadeada pela imunizacdo em dois experimentos
independentes (a e b). Os graficos representam a distribui¢do do niimero de vermes recuperados em cada grupo.
A média e o desvio padrdo de cada grupo estdo representados no grafico. PBS ALUM= inoculado com PBS +
ALUM; Sm29 ALUM = grupo imunizado com Sm29r + ALUM; PBS MPL= inoculado com PBS + MPL; Sm29
MPL = grupo imunizado com Sm29r + MPL. Analise estatistica foi realizada pelo teste T de student. Diferencas
significativas estdo apontadas no grafico.
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Figura 13 - Numero de ovos presentes no figado e intestino de animais infectados/tratados, imunizados
com Sm29r + ALUM (a) ou Sm29r + MPL (b). Camundongos infectados, tratados e imunizados, cinquenta
dias apds serem reinfectados, foram eutanasiados para determinar o numero de ovos/grama de figado ou
intestino. Barras representam a média + desvio padrdo do nimero de ovos/grama de 6rgdo. PBS ALUM = grupo
infectado e tratado que foi inoculado com PBS + ALUM; Sm29 ALUM = grupo infectado e tratado que foi
imunizado com Sm29r + ALUM; PBS MPL = grupo infectado e tratado que foi inoculado com PBS + MPL;
Sm29 MPL = grupo infectado e tratado que foi imunizado com Sm29r + MPL. Analise estatistica foi realizada
pelo teste T de student. Diferencas significativas estdo apontadas no grafico.

5.2 Avaliacao da resposta humoral de camundongos imunizados

5.2.1 Grupos Sm22.6 IT, Sm29 IT e PBS IT

A producdo de anticorpos especificos para as proteinas Sm22.6r ¢ Sm29r foi avaliada
45 dias ap0s a primeira infecgdo, 15 dias ap6s tratamento e 15 dias ap6s cada imunizagdo. Um
aumento significativo de anticorpos IgG, IgGl1, IgG2a e IgE, especificos para Sm22.6r, foi
observado nos animais do grupo imunizado com a proteina apos as trés doses da imunizagao

em relacdo ao grupo PBS IT, bem como, em relacdo aos animais infectados e
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infectados/tratados (Figura 14). Além disso, no grupo Sm22.6 IT, os niveis de IgG, IgGl e
IgG2a aumentaram significativamente apds a segunda e terceira doses (Figura 14).

Nos animais do grupo Sm29 IT, houve producao significativa de anticorpos IgG e
IgG1 especificos para Sm29r, quando comparado com o grupo PBS IT, apés cada dose da
vacinacdo. Niveis significativos de IgG2a e IgE, no entanto, s6 foram detectados a partir da
segunda imuniza¢do (Figura 14). Quando comparada a produgdo de anticorpos entre as
doses, no grupo Sm29 IT, foi observado um aumento significativo de IgG e IgG1 apds cada
dose, enquanto um aumento significativo de IgG2a so foi observado apos terceira dose em
relacdo as primeira e segunda doses (Figura 14). Os niveis de IgE, por sua vez, aumentaram
somente apoOs a terceira imunizagdo, em relagdo a primeira (Figura 14). Além disso, um
aumento significativo nos niveis de IgGl e IgE foi observado nos camundongos
infectados/tratados em relacao aos animais infectados. A imunizagdao com Sm29r aumentou
significativamente a produgdo de IgG, IgGl, IgG2a e IgE em comparacdo com os niveis
observados nos animais infectados ou infectados/tratados (Figura 14).

Em relacao aos titulos dos anticorpos, avaliados apos terceira dose da vacinagao, foi
observado que a imunizacdo com Sm22.6r/CFA/IFA induz maiores titulos de IgG, IgGl,
IgG2a e IgE, em relagdo aos animais imunizados com Sm291/CFA/IFA (Tabela 3).
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Figura 14 — Dosagem dos anticorpos IgG, IgG1, IgG2a e IgE, em camundongos previamente infectados e
tratados, imunizados com Sm22.6r e Sm29r + adjuvante de Freund. Os niveis de IgG, IgG1, IgG2a e IgE
especificos para Sm22.6r ¢ Sm29r, foram determinados por ELISA. Barras representam a média dos valores de
absorbancia (450nm) + desvio padrdo. As setas indicam o tempo de infecgdo, tratamento e imunizacao. A andlise
estatistica foi realizada pelos testes T de student (entre PBSIT e Sm29 IT ou Sm22.6 IT) e Anova (entre as
imunizagdes). As diferencas significativas entre os grupos Sm22.6 IT ou Sm29 IT e seus controles estio
indicadas no grafico por * (p<0,05); ** (p<0,01) ou *** (P <0,001). &: representa diferenca em relagdo aos
animais infectados; #: representa diferenga em relagdo aos animais tratados.
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5.2.2 Grupos Sm22.6, Sm29 e PBS

Os camundongos naive imunizados com as proteinas Sm22.6r ou Sm29r, associadas
ao adjuvante de Freund, foram avaliados quanto a producdo especifica de anticorpos dos
isotipos IgG, IgG1 e IgG2a, quinze dias ap6és cada imunizagao (Figura 15).

Camundongos imunizados com Sm22.6r apresentaram niveis significativos de todos
os isotipos analisados apoOs cada dose de imunizagdo, em relacdo aos animais do grupo
PBS/CFA/IFA (Figura 15). Houve um aumento significativo de IgG e IgG1 entre a primeira
e segunda dose e entre a primeira e terceira dose, ja para o isotipo IgG2a, este aumento foi
observado somente entre a primeira e segunda dose (Figura 15).

Os animais imunizados com Sm29r também apresentaram niveis significativos de
anticorpos IgG, IgG1 e IgG2a especificos em relagdo aos animais do grupo PBS/CFA/IFA
(Figura 15). Somente os isotipos IgG e IgG2a apresentaram aumento significativo entre a
terceira e a primeira dose da vacina (Figura 15).

Os animais do grupo Sm22.6, imunizados com trés doses, apresentaram maiores
titulos de IgG, IgG1 e IgG2a em relagdo aos animais do grupo Sm29, no entanto, o titulo de

IgE foi maior no grupo Sm29 (Tabela 3).
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Figura 15 — Dosagem dos anticorpos IgG, IgG1 e IgG2a em camundongos naive imunizados com Sm22.6r
e Sm29r + adjuvante de Freund. Os niveis de IgG, IgG1 e IgG2a especificos para Sm22.6r e Sm29r, foram
determinados por ELISA. Barras representam a média dos valores de absorbancia (450nm) + desvio padrdo. As
setas indicam o tempo de imunizacdo. A analise estatistica foi realizada pelos testes T de student (entre PBS e
Sm29 ou Sm22.6) e Anova (entre as imunizagdes). As diferencas significativas entre os grupos Sm22.6 ou Sm29
e seus controles estdo indicadas no grafico por: ** (p<0,01) ou *** (P <0,001).

5.2.3 Grupos Sm29 ALUM, PBS ALUM, Sm29 MPL e PBS MPL

Os grupos imunizados com trés doses da proteina Sm29r associada aos adjuvantes
ALUM e MPL também foram avaliados quanto a producao de anticorpos IgG, IgG1, IgG2a e
IgE especificos.

Animais imunizados com a proteina associada ao ALUM apresentaram producdo
significativa de IgG, IgG1 e IgE apods todas as trés imunizagdes, quando comparado ao grupo
PBS ALUM. Os niveis de IgG2a, porém, s6 foram significativos apos a segunda dose

(Figura 16). A produgado de IgG e IgG1 foi significativamente maior na segunda e terceira
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dose em relagdo a primeira, ja para [gG2a e IgE, os niveis dos anticorpos foi maior na terceira
dose se comparada a primeira dose (Figura 16).

Os camundongos imunizados com Sm29r e MPL apresentaram produgao significativa
dos isotipos IgG, IgG1, IgG2a e IgE apods todas as trés doses da vacina, em relagdo ao grupo
PBS MPL (). Houve um aumento significativo de IgG da primeira para a segunda dose, da
segunda para terceira dose e, consequentemente, da primeira para a terceira dose (Figura 16).
Em relagdo a IgG1 e IgE, no entanto, o aumento dos niveis dos anticorpos foi observado na
segunda e terceira dose quando comparado a primeira dose, enquanto que, para [gG2a, esse
aumento foi observado somente na terceira dose em relagdo a primeira (Figura 16).

Apds terceira dose da vacinagdo, foi observado que animais do grupo Sm29 ALUM
apresentaram maiores titulos de IgG, IgGl1, IgG2a e IgE, em relagdo aos animais do grupo

Sm29 MPL (Tabela 3).
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Figura 16 - Dosagem dos anticorpos IgG, IgG1, IgG2a e IgE, em camundongos previamente infectados e
tratados, imunizados com Sm29r + ALUM ou MPL. Os niveis de IgG, IgG1, IgG2a e IgE especificos para
Sm29r, foram determinados por ELISA. Barras representam a média dos valores de absorbancia (450nm) +
desvio padrdo. As setas indicam o tempo de imunizacdo. A analise estatistica foi realizada pelos testes T de
student (entre PBS ALUM e Sm29 ALUM ou PBS MPL e Sm29 MPL) e Anova (entre as imunizagdes). As
diferencas significativas entre os grupos imunizados com Sm29r e seus controles estdo indicadas no grafico por
* (p<0,05); ** (p<0,01) ou *** (P <0,001).
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Tabela 3 — Titulo de anticorpos de animais imunizados com Sm22.6r ¢ Sm29r

IgG IgG1 IgG2a IgE
Sm22.6 IT 1: 1.310.720  1:1.310.720 1: 163.840 1:5.120
PBSIT
(controle Sm22.6 IT) 1:10.240 1: 10.240 1:2.560 1: 320
Sm29 IT 1: 655.360 1: 655.360 1: 40.960 1: 320
PBSIT
(controle Sm29 IT) 1: 10.240 1:5.120 1:2.560 1: 20
Sm22.6 1:1.310.720 1:2.621.440 1: 653.360 1: 1.280
PBS
(controle Sm22.6) 1:2.560 1:160 1:2.560 1:20
Sm29 1:163.840 1:1.310.720 1:40.960 >1:1.280
PBS
(controle Sm29) 1:160 1:320 1:5.120 1:20
Sm29 ALUM 1:655.360 1:2.621.440 1: 40.960 1: 1.280
PBS ALUM 1: 20.480 1: 10.240 1: 40.960 1: 20
Sm29 MPL 1:327.680 1:327.680 1:20.480 1: 640
PBS MPL 1: 10.240 1: 10.240 1:20.480 1: 80

5.2 Reconhecimento das proteinas nativas no tegumento do parasito por anticorpos de

camundongos imunizados com Sm22.6r e Sm29r

Para avaliar se os anticorpos produzidos em resposta & imunizacdo com as proteinas
recombinantes Sm22.6 e Sm29 seriam capazes de reconhecer a forma nativa dessas proteinas,
na superficie dos parasitos, um ensaio de imunofluorescéncia foi realizado utilizando
esquistossomulos recém-transformados. Foi observado que os anticorpos produzidos por
animais imunizados com as proteinas recombinantes foram capazes de reconhecerem e se
ligarem as proteinas nativas expressas nas superficies dos esquistossomulos (Figura 17 a).
Andlises da fluorescéncia observada mostraram que os esquistossomulos incubados com soros
de animais imunizados com Sm29r ou Sm22.6r apresentaram uma fluorescéncia significativa
quando comparado aos esquistossdmulos que foram incubados com soros de camundongos
inoculados com PBS (Figura 17 b). Nenhum reconhecimento inespecifico foi observado na

superficie dos parasitos incubados com anti-IgG conjugado a FITC (Figura 17 b).
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Figura 17 — Reconhecimento das proteinas nativas Sm22.6 e Sm29 na superficie de esquistossdmulos por
soro de camundongos imunizados. Esquistossomulos recém-transformados (a) foram incubados com soro de
camundongos inoculados com PBS+CFA/IFA, imunizados com Sm29r+CFA/IFA ou imunizados com
Sm22.6r+CFA/IFA. A reatividade dos anticorpos com as proteinas Sm29 e Sm22.6, nativas, presentes na
superficie do parasito, foi detectada por anticorpos secundario anti-IgG conjugado a FITC. Como controle
experimental, esquistossdmulos foram incubados somente com anti-IgG conjugado a FITC. A fluorescéncia foi
observada em microscopio de fluorescéncia. Barra de escala: 25ug (400x). A intensidade de fluorescéncia foi
determinada utilizando o software Imagel. O grafico representa box plot com whiskers do minimo e o maximo
dos valores de fluorescéncia relativa (b). Diferengas significativas estdo apontadas no grafico.

5.3 Avaliacao da producio de citocinas

Para avaliagdo da resposta imune celular dos animais imunizados dos grupos Sm22.6
IT, Sm29 IT e PBS IT, niveis de IL-2, IFN-y, TNF-a, IL-4, IL-6, IL-10 e IL-17 foram
determinados em sobrenadante de cultura de esplendcitos. Esplendcitos de animais infectados
e tratados, bem como, de animais naive imunizados com trés doses das proteinas (Sm29r e
Sm22.6r), também foram utilizados para fins de comparacao entre os grupos (Figura 18).

Camundongos, previamente infectados/tratados, imunizados com Sm?22.6r
apresentaram niveis significativos de IL-2, [FN-y, TNF-a, IL-4, IL-10 e IL-17, ap6s trés doses
da vacina, em comparagao ao grupo PBS IT (Figura 18). Os animais do grupo Sm22.6 IT
também apresentaram producdo significativa de IL-2, TNF-a e IL-4 em relacdo aos animais
infectados e tratados (Figura 18). Animais imunizados com Sm29r, previamente infectados e
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tratados, apresentaram niveis significativos de IL-2, IFN-y, IL-17 e IL-4, em relacdo aos
animais do grupo PBS IT, sendo que, a produg¢do de IL-4 também foi significativa em
comparagdo com os animais infectados e tratados (Figura 18). O perfil de producao das
citocinas aqui avaliadas foi semelhante entre animais, previamente infectados/tratados,
imunizados com Sm22.6r ou Sm29r, e os animais naive imunizados, exceto para os niveis de
IL-10, os quais foram maiores nos animais naive imunizados com Sm29r em relacdo aos

animais Sm29 IT (Figura 18).
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Figura 18 — Avaliacdo do perfil celular de animais imunizados com Sm22.6r ¢ Sm29r + adjuvante de
Freund. Sobrenadante de cultura dos esplendcitos de animais naive ou previamente infectados/tratados,
imunizados com Sm22.6r ou Sm29r, bem como, de animais infectados e tratados, foram utilizados para
avaliagdo da produgdo das citocinas IL-2 (a), IFN-y (b), TNF-a (c), IL-4 (d), IL-6 (e), IL-17 (f) e IL-10 (g)
através da técnica de CBA. As barras representam a mediana com intervalo interquartil da diferenca da produgdo
das citocinas em resposta & Sm22.6r ou Sm29r e a produgdo basal das citocinas (observada nos esplendcitos ndo
estimulados). A analise estatistica foi realizada através dos testes de Mann-Whitney. As diferencas significativas
estdo indicadas nos graficos.
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O perfil de resposta celular também foi avaliado em animais imunizados com
formulagdes vacinais contendo a proteina Sm29r associada aos adjuvantes ALUM ou MPL
(Figura 19 e Figura 20). O sobrenadante de cultura de esplenocitos foi utilizado para avaliar
a producao das citocinas IL-2, [FN-y, TNF-a, IL-4, IL-6, IL-10 e IL-17 (Figura 19). Além
disso, o percentual de linfocitos TCD4 produtores de IL-4, IFN-y e IL-10 também foi
determinado nesses grupos (Figura 20).

Nossos resultados mostram que a producao de IL-2, I[L-17 e IL-10 foi maior no grupo
Sm29 ALUM em relagdo ao grupo PBS ALUM. J4 nos animais imunizados com Sm29r/
MPL, foram observados niveis significativos de IL-2, IL-6 e IL-10 em rela¢do ao grupo PBS
MPL (Figura 19). Quando comparado os animais imunizados com as duas diferentes
formulacdes adjuvantes, foram observados niveis significativos de IL-2 no grupo Sm29
ALUM em relacdo ao grupo Sm29 MPL. Esse, por sua vez, apresentou uma maior produgdo

de TNF-a e IL-6 em relacdo aos animais imunizados com Sm29r/ALUM (Figura 19).
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Figura 19 — Avaliacio do perfil celular de animais imunizados com Sm22.6r ¢ Sm29r + ALUM ou MPL.
Sobrenadante de cultura dos esplendcitos de animais imunizados com Sm29r +ALUM ou MPLforam utilizados
para avaliagdo da producdo das citocinas IL-2 (a), IFN-y (b), TNF-a (c), IL-4 (d), IL-6 (e), IL-17 (f) e IL-10 (g)
através da técnica de CBA. As barras representam a mediana com intervalo interquartil da diferenga da produgéo
das citocinas em resposta a Sm29r e a producdo basal das citocinas (observada nos esplendcitos ndo
estimulados). A analise estatistica foi realizada através dos testes de Mann-Whitney. As diferengas significativas
estdo indicadas nos graficos.
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Através da marcagdo intracitoplasmatica de células TCD4, pudemos determinar o
percentual de células TCD4™ produtoras de IL-4, IFN-y e IL-10 (Figura 20). Nio foi
observado percentual significativo de células produtoras de IL-4 ou IL-10 em nenhum dos
grupos imunizados. No grupo Sm29 ALUM foi identificado um percentual significativo de
células produtoras de IFN-y quando comparado aos animais PBS ALUM e aos camundongos

imunizados com Sm29r/MPL (Figura 20).
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Figura 20 - Producio de IFN-y, IL-4 e IL-10 por células TCD4 dos grupos Sm29 ALUM, Sm29 MPL e
seus controles. As células TCD4" foram marcadas com anticorpos contra as citocinas IFN-y (a), IL-4 (b) e IL-10
(c). As barras representam a média + erro padrao da diferenca do percentual de células produtoras das citocinas,
apos estimulo com Sm29r, e o percentual de células produtoras das citocinas quando ndo estimuladas (produgio
basal). A analise estatistica foi realizada através dos testes de Mann-Whitney. As diferencas significativas estdo
indicadas nos graficos.
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A producdo das citocinas IFN-y, IL-4 e IL-10 também foi avaliada no contexto de
subpopulagdes celulares, através da analise de combinagao multipla, as células TCD4 CD44"
foram caracterizadas em:

- Thl: positivas para IFN-y e negativas para IL-4 e IL-10;

- Th2: positivas para IL-4 e negativas para IFN-y e IL-10;

- Trl: positivas para IL-10 e negativas para [FN-y e IL-4;

- Th1/IL-10: positivas para IFN-y e IL-10 e negativas para IL-4;

- Th2/IL-10: positivas para IL-4 e IL-10 e negativas para IFN-y.

Nossos resultados demonstram um maior percentual de células Thl no grupo
imunizado com Sm29r/Alum em relacdo aos grupos PBS ALUM e Sm29 MPL. Um maior
percentual de células Th1/IL-10 também foi observado no grupo Sm29 ALUM em relagao ao
grupo Sm29 MPL. A imuniza¢do com Sm29r/MPL diminui o percentual de células Th1/IL-10
e Trl em relagdo ao grupo PBS MPL (Figura 21).
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Figura 21 — Subpopulagdes de células TCD4" nos grupos Sm29 ALUM, SM29 MPL e seus controles. A
produgdo de IFN-y, IL-4 e IL-10 por células TCD4 CD44" foi determinada através da anélise de combinagdo de
gates (“boolean gating”), a qual permite avaliar a produgdo de diferentes citocinas pela mesma célula. Foram
consideradas as populagdes: Thl (IFN-y"/IL-4/1L-10"), Th1/IL-10 (IFN-y'/IL-47/IL-10"), Th2 (IFN-y/IL-4"/IL-
107), Th2/IL-10 (IFN-y/IL-4"/IL-10") e Tr1 (IFN-y/IL-47/IL-10"). As barras representam a média + erro padrio
do percentual de células produtoras de citocinas, quando estimuladas por Sm29r. A analise estatistica foi
realizada através dos testes de Mann-Whitney. As diferengas significativas entre os grupos estdo indicadas nos
graficos.
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5.4 Avaliacao imunofenotipica dos camundongos imunizados

O perfil imunofenotipico dos animais, previamente infectados e tratados, imunizados
com Sm22.6r ou Sm29r associado ao adjuvante de Freund, bem como, de animais naive
imunizados com mesma formulacdo vacinal foi determinado através de marcadores de
ativacdo e memoria imunologica.

A expressao dos marcadores de ativagdo CD25, CD69 e CD86 foi avaliada na
superficie de linfocitos T e B, respectivamente. Um maior percentual de células B ativadas,
CD19°CD86", foi observado no grupo Sm22.6 IT quando comparado aos animais do grupo
PBS IT. Com rela¢do ao percentual de células TCD4" e TCDS8" ativadas, entretanto, ndo foi
observado diferenga significativa entre os animais do grupo Sm22.6 IT ou Sm29 IT e os
animais PBS IT (Figura 22). Quando comparado animais BALB/c naive com
infectados/tratados, ambos imunizados com Sm29r, foi observado um maior percentual de
células CD4'CD69" e CD8'CD69" nos animais previamente infectados e tratados (Figura
22). Camundongos previamente infectados e tratados, imunizados com Sm22.6r também
apresentaram um maior percentual de CD4'CD69" em relagdo aos animais naive imunizados
com a proteina (Figura 22). Em relacdo aos macrofagos ativados, ndo houve diferenca entre

os grupos (dados ndo mostrados).
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Figura 22 — Frequéncia de linfécitos ativados de animais imunizados com Sm22.6r e Sm29r + adjuvante
de Freund. Camundongos dos grupos PBS IT, Sm29 IT, Sm22.6 IT, Sm29 ¢ Sm22.6 foram avaliados quanto a
frequéncia de linfocitos ativados. As células foram marcadas com anticorpos, especificos para as moléculas de
ativagdo CD25, CD69 e CD86, conjugados a diferentes fluorocromos. As células marcadas foram adquiridas em
citometro de fluxo. As barras representam mediana com intervalo interquartil do percentual de células
expressando moléculas de ativagdo. A analise estatistica foi realizada através dos testes de Mann-Whitney. As
diferencas significativas estdo indicadas nos graficos.

Em relacdo as células de memoria, animais, previamente infectados/tratados,
imunizados com Sm29r, apresentaram um maior percentual de células CD4" de memoéria
central em relagdo aos animais do grupo PBS IT (Figura 23). No entanto, ndo foram
observadas diferengas significativas no percentual de células CD8" de memoria central, CD8"
e CD4" de memoria efetora ou de células B de memoéria, quando comparado animais,

previamente infectados e tratados, imunizado com Sm22.6r ou Sm29r + adjuvante de Freund
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com os animais do grupo PBS IT (Figura 23). Em relagdo aos animais BALB/c naive
imunizados, a vacinagdo de camundongos infectados/tratados com a proteina Sm29r induziu
um maior percentual de células CD4" de memoria efetora que a imunizagdo com Sm29r em
camundongos naive (Figura 23). A imunizagdo de camundongos BALB/c naive com
Sm22.6r induziu um maior percentual de células CD8" de memoéria central e células B de
memoria se comparado ao grupo Sm22.6 IT (Figura 23).

Os linfécitos TCD4 e B de memoria também foram avaliados nos animais,
infectados/tratados, imunizados com a proteina Sm29r/ALUM ou MPL. Nao houve diferenca
significativa entre os grupos em relacao a frequéncia de células TCD4 de memoéria (Figura
24). Quanto as células B de memoria, os animais imunizados com Sm29r/ALUM

apresentaram um maior percentual em relagdo aos animais do grupo controle (Figura 24).
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Figura 23 — Frequéncia de células de memoria em animais imunizados com Sm22.6r e Sm29r + adjuvante
de Freund. Camundongos dos grupos PBS IT, Sm29 IT, Sm22.6 IT, Sm29 ¢ Sm22.6 foram avaliados quanto a
frequéncia de células T ¢ B de memoria. As células foram marcadas com anticorpos, especificos para os
marcadores de memoria, conjugados a diferentes fluorocromos. As células marcadas foram adquiridas em
citometro de fluxo. As barras representam mediana com intervalo interquartil do percentual de células de
memoria. A analise estatistica foi realizada através dos testes de Mann-Whitney. As diferengas significativas
estdo indicadas nos graficos.
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Figura 24 — Frequéncia de células de memoria em animais imunizados com Sm29r + ALUM ou MPL.
Camundongos dos grupos PBS ALUM, Sm29 ALUM, PBS MPL e Sm29 MPL foram avaliados quanto a
frequéncia de células T ¢ B de memoria. As células foram marcadas com anticorpos, especificos para os
marcadores de memoria, conjugados a diferentes fluorocromos. As células marcadas foram adquiridas em
citometro de fluxo. As barras representam mediana com intervalo interquartil do percentual de células de
memoria. A analise estatistica foi realizada através dos testes de Mann-Whitney. As diferengas significativas
estdo indicadas nos graficos.
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O quadro a seguir resume os principais resultados encontrados neste trabalho.

Quadro 3 — Principais resultados encontrados nos grupos imunizados: Sm22.6 IT, Sm22.6, Sm29 IT, Sm29,
Sm29 ALUM, Sm29 MPL

Sm22.6 IT Sm22.6 Sm29 IT Sm29 Sm29 ALUM | Sm29 MPL
Protecao Nao Nao Sim Nao Sim Nao
(26%-48%) (29%-37%)
Redugio Nao Nao Sim Nao Sim Nao
no numero
de ovos no
intestino
IgG IgG IgG IgG IgG IgG
(1:1.310.720) | (1:1.310.720) | (1:655.360) (1:163.840) (1:655.360) (1:327.680)
Resposta IgGl IgGl IgGl IgGl IgGl IgGl
humoral (1:1.310.720) | (1:2.621.440) | (1:655.360) | (1:1.310.720) | (1:2.621.440) | (1:327.680)
IgG2a IgG2a IgG2a IgG2a IgG2a IgG2a
(1:163.840) (1:653.360) (1:40.960) (1:40.960) (1:40.960) (1:20.480)
IgE IgE IgE IgE IgE IgE
(1:5.120) (1:1.280) (1:320) (>1:1.280) (1:1.280) (1:640)
IL-2, IL-2, IL-2, IL-2, IL-2, IL-2,
IFN-y, IFN-y, IFN-y, IFN-y, IL-17, IL-6,
Resposta TNF-a, TNF-a, 1L-4, 1L-4, 1L-10 IL-10
celular IL-4, IL-4, IL-17 IL-17
IL-17, IL-17,
IL-10 IL-10 TCD4'IFN"
Perfil Células B TCD4 de Células B
imuno- ativadas memoria memoria
fenotipico
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6 DISCUSSAO

Atualmente, muitos sdo os esfor¢os na busca por uma vacina para a esquistossomose,
0 que contribuiria de maneira efetiva para o controle da doenga. Muitos candidatos vacinais ja
foram identificados e testados em ensaios pré-clinicos, os quais apresentaram bons resultados.
Dentre essas candidatas, as proteinas recombinantes Sm22.6 e Sm29 induziram uma prote¢ao
parcial contra a infec¢do por S. mansoni em camundongos da linhagem C57BL/6 (Pacifico et
al., 2006a; Cardoso et al., 2008).

No caso da esquistossomose, a populagdo mais afetada pela doenga, e por isso, a
populagdo alvo para uma vacina, ¢ representada pelos moradores das areas endémicas, os
quais estdo em constante contato com o parasita através de diversas infec¢des ao longo do
tempo. Essa situagdo permite que os individuos moradores de areas endémicas respondam de
maneira diferente a estimulagdo antigénica quando comparado aos individuos que ndo tenham
sido sensibilizados previamente por antigenos do parasito (moradores de areas nao
endémicas). Dessa forma, seria conveniente que, antes que os estudos com promissores
candidatos vacinais seguissem para os testes clinicos, esses antigenos pudessem ser avaliados
em modelos experimentais os quais ja tenham sido sensibilizados pelo parasito, fato que
aproximaria esses estudos a realidade das areas endémicas.

Neste trabalho, animais BALB/c, previamente infectados com S. mansoni ¢ tratados
com Praziquantel, foram submetidos a protocolos de imuniza¢do com duas promissoras
candidatas vacinais a Sm22.6r ¢ a Sm29r. A escolha pela linhagem BALB/c se deu em razao
de o background genético desta linhagem ser Th2 (Watanabe et al., 2004), perfil imunolégico
semelhante ao identificado em individuos moradores de areas endémicas (Eloi-Santos et al.,
1989; Joseph et al., 2004; Water et al., 2006).

Nossos resultados demonstraram que trés doses da vacina, contendo Sm29r associada
ao adjuvante de Freund, foram necessarias para induzir protecdo em camundongos,
previamente infectados e tratados, com reducdo significativa de vermes adultos recuperados.
Essa reducdo, por sua vez, refletiu na diminui¢do significativa do nimero de ovos presentes
no intestino desses animais. No entanto, ndo houve diferenga no nimero de ovos presentes no
figado. Esse resultado pode ser explicado pela infecgdo prévia dos camundongos imunizados.
Os ovos produzidos pelos vermes da primeira infec¢do, acumulados no figado dos animais,
pode ter sido um fator que mascarou a reducao dos ovos, nestes animais, ap0s imunizagao e
nova infeccdo. Apesar de reduzir o nimero de vermes, a imunizagdo ndo teve efeito sobre a

patologia no figado, ja que ndo houve redugdo da area dos granulomas hepaticos. Assim, a
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imunizacdo com Sm29r/adjuvante de Freund ndo teria impacto sobre a patologia do individuo
infectado, mas sim, sobre a transmissdo da doenga. A imuniza¢do com Sm22.6r/adjuvante de
Freund, por sua vez, nao foi capaz de induzir protecao, nem mesmo apos trés doses da vacina.

Uma vez que as proteinas Sm22.6r e Sm29r nunca tinham sido avaliadas em
protocolos vacinais utilizando camundongos BALB/c naive, nés também analisamos a
habilidade dessas proteinas, quando formuladas com adjuvante de Freund, em conferir
protecao nesta linhagem murina, porém, nenhuma das duas proteinas foi capaz de reduzir a
carga parasitdria. Nossos resultados diferem dos resultados encontrados por Pacifico e
colaboradores (2006a) e Cardoso e colaboradores (2008) os quais demonstraram uma
protecdo de 34,5% e 51% na carga parasitarias de animais C57BL/6 naive imunizados com
trés doses da proteina Sm22.6r ¢ Sm29r, respectivamente.

Diante dos resultados promissores observados com a Sm29r, em camundongos
infectados e tratados, nés avaliamos essa proteina em outras duas formulagdes vacinais,
utilizando os adjuvantes Alum e MPL. Por serem licenciados para o uso em seres humanos
(Tagliabue e Rappuoli, 2008), essa avaliagdo se mostra importante, ja que o adjuvante de
Freund tem sérias limitagdes acerca de seu uso. Nossos resultados demonstraram que somente
a formulacdo vacinal contendo Sm29r associada ao Alum foi capaz de conferir prote¢do nos
animais imunizados, através da redu¢do significativa da carga parasitaria, o que refletiu na
diminui¢ao do numero de ovos presentes no intestino.

Alguns estudos tém demonstrado a importancia dos anticorpos na protecao induzida
pela imunizagdo. Esses estudos demonstram que os anticorpos estdo envolvidos na eliminagdo
do parasito (Torben et al., 2011; Torben et al., 2012; Melo et al., 2014). Baseado nisso ¢
necessario que seja avaliada a habilidade dos anticorpos produzidos contra as proteinas
recombinantes, ap6s imunizagao, em reconhecerem as proteinas nas formas nativas. Nossos
resultados demonstram que a imunizagdo com Sm22.6 e Sm29 recombinantes induziu a
produgdo de anticorpos capazes de reconhecer e se ligarem as proteinas nativas encontradas
na superficie do parasito.

Nossos resultados mostram uma resposta humoral vigorosa, com niveis significativos
de IgG, IgGl, IgG2a e IgE nos animais infectados e tratados, imunizados com Sm29r ou
Sm22.6r/adjuvante de Freund. A resposta humoral induzida pela imunizacdo com Sm22.6r foi
observada desde a primeira dose da vacina. Nossos resultados corroboram com os estudos
realizados em camundongos C57BL/6 naive, imunizados com Sm22.6r juntamente com 0s
adjuvantes de Freund ou Alum, os quais demostraram uma produgdo significativa de IgG a

partir da primeira dose (Pacifico et al., 2006a; Pacifico et al., 2006b). Porém, assim como nos
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camundongos C57BL/6 imunizados com Sm22.6r/Alum (Pacifico et al., 2006b), n6és nao
observamos uma reducdo significativa na carga parasitdria, sugerindo que a imunoglobulina
IgG ndo apresenta um papel importante na eliminagdao dos vermes nesses animais.

Muitos estudos ja demonstraram a importancia da imunoglobulina IgE na eliminacao
do parasito e na resisténcia a reinfeccao de individuos moradores de areas endémicas (Dunne
et al., 1992; Capron e Capron, 1994; King et al., 1997; Caldas et al., 2000; Walter et al., 2006;
Pinot de Moira et al., 2010).Um importante mecanismo envolvido na eliminacao do parasito ¢
mediado por IgE e eosinofilos, no qual, na presenca de IgE, os eosindfilos podem matar os
esquistossomulos através de citotoxicidade dependente de anticorpo (ADCC) (Capron e
Capron, 1994; Nutten et al., 1997). Nesse contexto, alguns estudos demonstraram que
individuos que apresentam resisténcia a reinfec¢dao exibem elevados niveis de IgE, associado
a baixa produgdo de IgG4 contra antigenos do parasito (Caldas et al., 2000; Pinot de Moira et
al., 2010). Muitos desses estudos demonstram que essa resisténcia estd relacionada,
principalmente, a uma resposta contra a proteina Sm22.6 (SmTAL1) (Webster et al., 1996;
Walter et al., 2006; Fitzsimmons et al., 2007; Fitzsimmons et al., 2012; Pinot de Moira et al.,
2013a; Pinot de Moira et al., 2013b). Esses estudos apontam que, apos o tratamento, os
individuos apresentam altos niveis de IgE especificos para Sm22.6, provavelmente devido ao
aumento da exposicao da proteina, em decorréncia da morte dos parasitos, o que facilita o seu
reconhecimento pelo sistema imune do hospedeiro. De fato, camundongos previamente
infectados e tratados, imunizados com Sm22.6r, exibiram titulos mais altos de IgE anti-
Sm22.6r quando comparado aos animais naive, imunizados com a proteina. Porém, as doses
de reforco administradas nos camundongos do grupo Sm22.6 IT nao foram capazes de
aumentar os niveis de IgE especificos. Considerando que o anticorpo IgE, anti-Sm22.6r, seja
um fator crucial para o aparecimento da resisténcia, a auséncia de protecdo observada nos
animais imunizados com Sm22.6r pode estar associada a caréncia da expressao dos receptores
Fc-¢ em cosindfilos murinos (de Andres et al., 1997). Por isso, o uso de outros modelos
experimentais se faz necessario para confirmar a incapacidade da Sm22.6 em induzir protecao
nos animais previamente sensibilizados com antigenos do parasito.

Em camundongos BALB/c imunizados com Sm29r/adjuvante de Freund, observamos
que a producdo de IgG, IgGl, IgG2a e IgE alcanca os maiores niveis apos as trés doses da
vacina, o que coincide com o numero de doses necessarias para conferir prote¢do nos
camundongos, previamente infectados e tratados.

Nos animais, infectados ¢ tratados, imunizados com Sm29r/Alum, assim como nos

camundongos Sm29/CFA/IFA, formulagdes vacinais protetoras, foi observado maiores niveis
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de IgG, IgG1, IgG2a e IgE apds trés doses da vacina, sendo que desde a primeira dose, a
producdo de IgG, IgGl e IgE foi significativa em relacdo ao controle. Esses animais
apresentaram titulos mais altos de todos os anticorpos avaliados em relagdo aos animais
imunizados com Sm29r/MPL, formulacdo vacinal que ndo conferiu protecdo, sugerindo que a
resposta humoral mais fraca tem impacto na auséncia de prote¢do nestes animais.

Em relacdo ao perfil celular, os camundongos BALB/c, previamente infectados e
tratados, imunizados com Sm22.6r apresentaram um aumento significativo de IL-2, TNF-q,
IFN-y, IL-4, IL-10 e IL-17, demonstrando que a formulacdo vacinal induziu um perfil celular
misto, similar ao encontrado nos animais BALB/c naive imunizados ou nos camundongos
C57BL/6 naive imunizados (Pacifico et al., 2006a). Apesar da produgdo significativa de
citocinas pro-inflamatoérias, altos niveis de IL-10 também foram produzidos. A IL-10 ¢ uma
importante citocina reguladora que modula a resposta imune desencadeada pela infec¢do por
S. mansoni (Mahanty e Nutman, 1995; Malaquias et al., 1997; Sadler et al., 2003; Aratjo et
al., 1996). Quantidades significativas de IL-10 também foram observadas em camundongos
C57BL/6 naive, imunizados com Sm22.6/Alum ou sem adjuvante, formulagdes vacinas que
também nao conferiram prote¢ao contra a infeccao pelo parasito (Pacifico et al., 2006b). Altos
niveis de IL-10 também foram associados a auséncia de protecdo observada em animais
imunizados com o tegumento de esquistossomulo sem adjuvante (Araujo et al., 2012). Porém,
se a producdo de IL-10 ¢ responsavel pela auséncia de protecdo observada em animais
imunizados com Sm22.6 ainda ¢ um fato que precisa ser investigado.

Diferentemente do que foi observado por Cardoso e colaboradores (2008), os quais
demonstraram uma significativa producdo de IFN-y, TNF-a e IL-10 em camundongos
C57BL/6 naive imunizados com Sm29/Freund, nossos resultados demonstram que a
imunizagdo de animais BALB/c com Sm29r, independentemente de serem naive, ou
sensibilizados previamente, induziu uma produgao significativa de IL-2, IFN-y, IL-17 e IL-4.
Diferengas entre camundongos BALB/c naive e infectados/tratados quanto ao perfil de
citocinas produzidas foi observada somente em relagdo aos niveis de IL-10, os quais foram
maiores nos camundongos naive (animais que ndo apresentaram protecao).

No grupo imunizado com Sm29/Alum, foi possivel observar uma produgdo
significativa de IL-2, IL-17 e IL-10. Os animais imunizados com Sm29/MPL, por sua vez,
apresentaram niveis significativos de IL-2, IL-6 e IL-10. A citocina IL-2, porém, apresentou
maiores niveis nos animais Sm29 ALUM, grupo que apresentou reducao na carga parasitaria,
em relagdo aos animais imunizados com Sm291r/MPL, formulacdo vacinal que ndo foi

protetora. A IL-2 ¢ uma citocina que esta relacionada a proliferag¢do de células T, promovendo
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também sua diferenciagdo em células Thl e Th2, além de induzir a atividade citolitica de
células NK e TCD8" (Liao et al., 2013). De fato, os animais imunizados com Sm29/Alum
apresentaram um percentual maior de células TCD4 produtoras de IFN-y quando comparado
aos animais do grupo Sm29 MPL, em culturas estimuladas com a proteina Sm29r. Nos
animais do grupo Sm29 MPL, no entanto, ndo foi observado percentual significativo de
células TCD4 produtoras das citocinas aqui avaliadas. Diante desses resultados podemos
inferir que esteja havendo uma modulacao da resposta imune nos animais do grupo Sm29
MPL, modulagdo esta que também pode ser notada pelo baixo titulo de anticorpos,
especificos para a proteina Sm29r, encontrado nesses animais. Assim, a producdo
significativa das citocinas IL-2, IL-6 e IL-10, observada nesses animais, pode estar
relacionada a uma maior participacdo de células do sistema imune inato. A participagao de
células do sistema imune inato ¢ de muita importancia para o inicio da resposta desencadeada
por uma vacina, processo no qual os adjuvantes sdo essenciais (Coffman et al., 2010). Porém,
para uma vacina, a resposta imune deve ter uma fundamental participagdo dos componentes
do sistema imune adaptativo os quais induzirdo memoria imunoldgica, importante para
desencadear uma resposta protetora (Lees e Farber, 2010).

Diante da importancia das células de memoria para a prote¢do, nds também avaliamos
o percentual de células T e B de memoria nos animais imunizados. Nossos resultados
demonstraram que os animais, previamente infectados, imunizados com Sm29r/Freund
apresentaram um aumento significativo no percentual de células TCD4 de memoria central
quando comparado aos animais de seu grupo controle. Além disso, os animais do grupo Sm29
IT também apresentaram um aumento significativo no percentual de células TCD4 de
memoria efetora quando comparado aos animais naive imunizados com a proteina. Os
camundongos imunizados com Sm29r/Alum, por sua vez, apresentaram um maior percentual
de células B de memoria em relagdo aos animais do grupo PBS ALUM. Considerando que a
protecdo foi observada somente nos grupos de animais, infectados/tratados, imunizados com
Sm209r associada a Freund ou Alum, podemos sugerir que as células de memoria possam ter
um importante papel na eliminagao do parasito.

Embora a infeccdo por helmintos esteja associada a falha na imunidade protetora
desencadeada por vacinas contra outras doengas/patdégenos, tais como, tétano, colera,
tuberculose ¢ malaria (Sabin et al., 1996; Cooper et al., 2001; Su et al., 2006; Elias et al.,
2006; Borkow e Bentwich, 2008), a partir dos resultados obtidos neste trabalho pudemos
observar que uma infec¢do previa contribuiu para a construgdo de uma imunidade protetora

contra a infec¢@o por S. mansoni, ap6s a imunizagao dos animais BALB/c. O tratamento dos
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animais antes da imunizacdo pode ter contribuido para o sucesso da vacina, aumentando a
frequéncia de células de memoria ou diminuindo a produg@o de IL-10 nos animais infectados
e tratados, imunizados com Sm29r em comparagdao aos animais naive imunizados. Porém,
para uma melhor compreensdo dos mecanismos essenciais para o estabelecimento da resposta
protetora desencadeada pela vacina, seria importante entender o papel central da Sm29 no
desenvolvimento e na sobrevivéncia do parasito. Atualmente, ainda ndo ha informagdo acerca
da funcao da Sm29, porém, analises funcionais utilizando técnicas de RNA de interferéncia
(RNAI1) podem trazer valiosas informagdes, as quais irdo contribuir para o aprimoramento das
estratégias vacinais, colaborando efetivamente para a eliminagdo do parasito e controle da
doenca. Além disso, também seria importante esclarecer o papel das células de memoria, dos
anticorpos e de citocinas como IFN- y e IL-17 na prote¢ao desencadeada pela imunizagdo de
camundongos, previamente infectados e tratados, com Sm29r/CFA/IFA ou ALUM, através da
transferéncia desses componentes para camundongos naive e uso de camundongos knockout

para as citocinas.
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7 CONCLUSAO

Nossos resultados confirmam o papel imunoprotetor da proteina Sm29r, refor¢ando
seu potencial como candidata a compor uma vacina para a esquistossomose. Apesar da
proteina ndo ter sido capaz de induzir protecio em animais BALB/c naive, o fato da
imunizacdo de animais, previamente infectados e tratados, ter desencadeado protegdo, sugere
que a vacina¢do de individuos moradores de areas endémicas possa ser efetiva contra o

Schistosoma mansoni, ja que ¢ uma populagao sensibilizada por antigenos do parasito.
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8 ANEXOS

8.1 Licenca do CEUA

Ministério da Satde 4

FIOCRUZ
Fundagdo Oswaldo Cruz -
Comissdo de Etica

Vice-presidéncia de e E =
18 s Feaquisa no Uso de Animais

Laboratorios de Referéncia

LICENCA LW-12/12

Certificamos que o protocolo (P-38/11-4), intitulado "Avaliagio da imunoprotecdo
induzida pelas proteinas Sm29 e Sm22.6 de Schistosoma mansoni em camundongos primoinfectados
e tratados”, sob a responsabilidade de CRISTINA TOSCANO FONSECA, atende ao disposto na Lei
11794/08, que dispde sobre o uso cientifico no uso de animais, inclusive aos principios da
Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL). A referida licenga néo
exime a observancia das Leis e demais exigéncias legais na vasta legislagdo nacional.

Esta licenga tem validade até 19/03/2016 e inciui o uso total de :

Mus musculus
- 840 Fémeas de BALB/c, Idade: 6 Semana(s).

Rio de Janeiro, 19 de margo de 2012

= ,3——“_'_:‘__71{'-"— -
il s O
Octavio Augusto Franga Presgrave
Coordenador da CEUA

Comisséo de Etica no Uso de Animais
Vice-presidéncia de Pesquisa e Laboratorios de Referéncia - Fundagio Oswaldo Cruz
Av. Brasil, 4036 - Prédio da Expansao - sala 200 - Manguinhos - Rio de Jansiro / RJ
Telefone: (21) 3882.9121  e-mail: ceua@fiocruz.br
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Abstract

Background

Awaccine against schistosomiasis would have a great impact in disease elimination. Smed
and Sm22 8§ are two parasite tegument proteing which represent promising antigens o com-
posa a weccinge. These antigens heave been associated with resistance o infection and rein-
fection in individuats living in endemic area for te disease and induced partial protaction
when evaluated in immunization trials wing naive mice.

Methodology/principals findings

In this study we evaluated rSm29 and rSm22.6 abdlity o Induce protection in Balb'c mice
that hed been previously infectad with 5. manson/ and further treated with Praziquantel. Our
results dermonstrate that three dosss of the vaccine conteining rSm28 were necessary io
elicit significant protection [26%—48%). Immunization of mice with rSm29 induced a signifi-
cani production of IL-2, IFN-y, IL-17, IL-4; significant production of specific antibodies; in-
creased percentage of Chd+ central memarny cells in comparaon with infected and treated
saline group and increased percentage of CO4+ effector memany cels In companaon with
naive Balb'c mice immunized with rSm28. On the other hand, althowgh immunization with
Sm22.6 inducad a robust immune responsa, it talled 1o induce protection.

Conclusion/significance

Our results demonstrate that rSmEd retains its ability to induce protection in previously in-
fected animals, relinforcing its potential a8 a vaccine candidate.
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The development of a vaccine against schistosomiasis and also the availability of 2 more sensitive diagnosis test are important
tools to help chemaotherapy in controlling disease transmission. Bioinformatics tools, together with the access to parasite genome,
published recently, should help generate new knowledge on parasite biology and search for new vaccines or therapeutic targets
and antigens to be used in the disease diagnosis. Parasite surface proteins, especially those expressed in schistosomula tegument,
represent interesting targets to be used in vaccine formulations and in the diagnosis of early infections, since the tegument
represents the interface between host and parasite and its molecules are responsible for essential functions to parasite survival. In
this paper we will present the advances in the development of vaccines and diagnosis tests achieved with the use of the information
from schistosome genome focused on parasite tegument as a source for antigens.
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The successful development of vaccines depends on the knowledge of the immunological
mechanisms associated with the elimination of the pathogen. In the case of schistosomes,
its complex life cycle and the mechanisms developed to evade host immune system, turns
the development of a vaccine against the disease into a very difficult task. ldentifying
the immunological effector mechanisms involved in parasite attrition and the major tar
gets for its response is a key step to formulate an effective vaccine. Recent studies have
described some promising antigens to compose a subunit vaceing and have pointed to
some immune factors that play a role in parasite elimination. Here, we review the immune
components and effector mechanisms associated with the protective immunity induced
by those vaccine candidates and the lessons we have learned from the studies of the
acquired resistance to infection in humans. We will also discuss the immune factors that
correlate with protection and therefore could help to evaluate those vaccine formulations
in clinical trials.

Keywords: schistosome vaccine, protective immunity, schistosomiasis, effector mechanisms, immune response
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