ERE)
" ',

o 4 INSTITUTO DE HIGIENE E
S~ MEDICINA TROPICAL

-, DESDE 1902
T, © 0

Universidade Nova de Lisboa

Instituto de Higiene e Medicina Tropical

Desenvolvimento de anticorpos recombinantes anti-Schistosoma.

Danielle Cristina dos Santos Cosac

DISSERTACAO PARA A OBTENCAO DO GRAU DE MESTRE EM
PARASITOLOGIA MEDICA.

FEVEREIRO, 2023.



MNEREN
®

K 4. INSTITUTO DE HIGIENE E
7~ MEDICINA TROPICAL

4 ¥ =5  DESDE 1902

Universidade Nova de Lisboa
Instituto de Higiene e Medicina Tropical

Desenvolvimento de anticorpos recombinantes anti-Schistosoma.

Autor: Danielle Cristina dos Santos Cosac

Orientador: Doutor Pedro Manuel M. C. Ferreira

Coorientador: Doutor Fernando Cardoso

Dissertagdo apresentada para cumprimento dos requisitos necessarios a obten¢ao
do grau de Mestre em Parasitologia Médica.



Dedicatoria

Dedico este trabalho as vitimas da schistosomose. Que elas possam receber tratamento
médico adequado e que consigam viver em melhores situagdes sanitarias.
Dedico também aos profissionais da satde. Que possam sempre dispor de condi¢des de

trabalho ideais para prestarem os seus servigos da melhor maneira possivel.



Agradecimentos

Agradego, em primeiro lugar, a Deus, por me dar o dom de existir, por permitir tantas
oportunidades boas na minha vida, por guiar os meus planos e por me fazer entender que

a sua vontade é a melhor decisdo;

Aos meus pais, Jos¢ Abadio Cosac e Gilva Cosac, os quais ndo tenho palavras para
descrever o amor e gratidao que sinto por eles, por cuidarem de mim, me ajudarem e me

apoiarem em tudo. Tudo o que sou hoje ¢ gragas a eles;

As minhas irmas, Dayane Cosac e Kelly Cosac, que sdo meus exemplos de vida, me
transmitem for¢a e carinho, que também sempre me apoiaram e ajudaram, a Day,

inclusive, na criagdo das ilustragdes para este trabalho;

Aos meus animais de estimag¢ao, Iron e Margot, os quais me fizeram companhia em vérios
momentos de estudo, aulas, provas e que enchem meu coragdo de alegria através da

demonstra¢cdo de amor puro e verdadeiro;

Ao meu marido, Tiago de Melo, que sempre me apoiou em todas as minhas decisdes,
topou viver a aventura de fazer o mestrado e mudar para outro pais em meio a pandemia,

me ajudou em todas as etapas do curso e aguentou os meus choros e desesperos;

Aos meus familiares e amigos, pelas carinhosas mensagens de apoio e pelo envio de

vibragdes positivas;

Aos meus chefes, Cristiane Fulgéncio, Jodo Paulo Oliveira, Alessandra Siqueira e demais
gestores, por autorizarem a minha estadia em Portugal, mantendo o meu vinculo com o

Ministério da Saiude do Brasil;
A professora Eleuza Machado, por me receber na Faculdade Anhanguera de Taguatinga

para realizar atividades praticas laboratoriais enquanto aguardava minha mudanga para

Portugal;

II



A professora Luciana Galvao, por também ter se disponibilizado a me receber nos
laboratérios da Universidade Catdlica de Brasilia, quando do inicio das aulas durante a

pandemia;

A professora Teresa Novo, que além dos ensinamentos, se solidarizou e se disponibilizou,
me auxiliou na vinda para Portugal, ajudando em varias questdes, ndo se restringindo ao

ambiente académico;

A professora Carla Sousa, pela confianga depositada em mim ao me selecionar para este
programa de mestrado, inclusive, me aprovando de antemdo para que eu pudesse
providenciar o visto de estudo;

Aos meus orientadores, Doutor Pedro Ferreira e Doutor Fernando Cardoso, pela
transmissdo de conhecimentos, disponibilidade, dedicagdo e contribui¢do no

desenvolvimento deste trabalho;

A Amanda Augusto, por ter me estimulado a dar o ponta pé inicial em busca do programa

de mestrado na Universidade Nova de Lisboa;

A Graziella Figueiredo, por ter me tirado duvidas sobre questdes de genética com a sua

vasta experiéncia e por ter me incentivado a seguir na carreira académica;

A Juliana Dominato, Valéria Silva, Danilo Avelar e Natan Monsores, por terem me

fornecido carta de recomendagao para inscrigdo no mestrado;

A Verénica Zegur, por ter me prestado solidariedade durante o meu processo de mudanga

para Portugal;

Aos professores e colegas deste curso de mestrado, pelos ensinamentos, parcerias e trocas

de experiéncias;

Muito obrigada a todos que me apoiaram e acreditaram em mim.

III



Resumo

A schistosomose ¢ uma parasitose causada por trematodes parasitas do género
Schistosoma. Trata-se de uma doenga tropical negligenciada, em que quase 240 milhdes
de pessoas estdo infetadas em todo o mundo e cerca de 700 milhdes estdo em risco de
contrair a infecdo. A transmissao ja foi relatada em 78 paises.

O diagnostico ¢ fundamental para a erradicagdo da doenga. No entanto, as técnicas
de diagndstico podem apresentar algumas limitagdes de sensibilidade, principalmente em
infe¢des leves, quando ha baixa excrecao de ovos.

Assim, o presente estudo teve como objetivo desenvolver anticorpos
recombinantes contra antigénios de Schistosoma mansoni.

Parasitas adultos de S. mansoni foram extraidos através da perfusao do figado de
murganhos e mantidos em stock num tampao para conservacdo para serem utilizados nas
diversas técnicas deste trabalho. Selecionaram-se anticorpos pela técnica de Phage
Display, com 3 ciclos de sele¢do por Biopanning; a visualizagdo da liga¢do antigénio-
anticorpo foi feita através do teste de ELISA Indireta; a visualizagdo da reagdo ao
substrato foi feita através do teste de Imunohistoquimica; a amplificacdo do ADN foi feita
por técnica de PCR e também foi realizada a Sequenciagdo Genética.

Os dois primeiros ciclos de selecdo do Biopanning apresentaram valores positivos
para a presenca de fagos, mas o terceiro ciclo ndo gerou quantidade significativa de
particulas fagicas. Quanto ao teste de ELISA indireta, observou-se que a maioria dos
anticorpos reagiu igualmente para os antigénios de macho e fémea. Nas reac¢des do teste
de Imunohistoquimica, ndo houve diferencas significativas entre os grupos teste e
controlo. Foram selecionadas 10 coldnias para amplificagdo do ADN por PCR, e destas,
3 amostras que apresentaram bandas entre 700 e 900 pares de base foram enviadas para
sequenciacdo genética. Apenas numa das amostras foi possivel identificar algumas
regides das cadeias pesada e leve e o linker, portanto, seriam necessarios alguns ajustes
nos protocolos adotados para obtencao de um resultado mais satisfatorio.

Palavras-chave: schistosomose, Schistosoma mansoni, Anticorpos.
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Abstract

Schistosomiasis is a parasitic disease caused by parasitic trematodes of the genus
Schistosoma. It is a neglected tropical disease, in which almost 240 million people are
infected worldwide and about 700 million are at risk of contracting the infection.
Transmission has been reported in 78 countries.

An accurate diagnosis is essential for the eradication of the disease. However,
diagnostic techniques may have some sensitivity limitations, especially in mild infections,
with low egg rates.

Therefore, the present study aimed to develop recombinant antibodies against
Schistosoma mansoni antigens.

Adult parasites of S. mansoni were extracted by perfusion of the liver of mice and
kept in conservation buffer to be used in different techniques during this study. The
methodology was based on Phage Display Technology, with 3 rounds of selection by
Biopanning; Visualization of the antigen-antibody binding was performed through
Indirect ELISA test; Visualization of the substrate reaction was performed through the
Immunohistochemistry test, Amplification of DNA was performed by PCR technique,
and it was performed Genetic Sequencing.

The first two selection rounds of Biopanning showed positive values for the
presence of phages, but the third cycle did not generate a significant amount of phage
particles. For the indirect ELISA test, it was observed that most of the antibodies reacted
equally to the male and female antigens. In the reactions of the Immunohistochemistry
test, there were no significant differences between the test and control groups. 10 colonies
were selected for DNA amplification by PCR, and of these, 3 samples that showed bands
between 700 and 900 base pairs were sent for genetic sequencing. Only in one of the
samples it was possible to identify some regions of the heavy and light chains and the
linker, therefore, some adjustments in the adopted protocols would be necessary to obtain
a more satisfactory outcome.

Key words: schistosomiasis, Schistosoma mansoni, Antibody.
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Capitulo 1 — Introducao



1. Schistosomose — Abordagem geral

1.1. A Doenca

A schistosomose ¢ uma parasitose causada por trematodes parasitas do género
Schistosoma. Trata-se de uma doenga tropical negligenciada, em que quase 240 milhdes
de pessoas estdo infetadas em todo o mundo e cerca de 700 milhdes estdo em risco de
contrair a infe¢do (Sady et al., 2015).

A transmissao ja foi relatada em 78 paises. Entretanto, a quimioterapia preventiva,
onde as pessoas e comunidades recebem tratamento em larga escala, somente ¢ necessaria
em 51 paises endémicos com taxa de transmissdo moderada a alta (WHO, 2022).

Contudo, ainda h4 ocorréncia em muitos paises em desenvolvimento na Africa
tropical, no Médio Oriente, na Asia e América Latina (Aula et al., 2021), conforme ilustra
a Figura 1.

Estima-se que pelo menos 90% dos individuos que necessitam de tratamento para
schistosomose vivem em Africa (WHO, 2022). No continente africano, além de acumular
o maior nimero de registos, também retine os casos mais graves, onde os paises mais
afetados sdo: Angola, Republica Central Africana, Chade, Egipto, Gana, Madagascar,
Malasia, Mali, Mocambique, Nigéria, Senegal, Suddo, Uganda, Tanzania, Zambia e
Zimbabué (WHO, 1999).

Na Asia, a maior prevaléncia concentra-se na China, com aproximadamente
900.000 casos de infe¢cdes. No Médio Oriente, o Yémen ¢ o pais que contém o maior
numero de individuos infetados, com mais de trés milhdes de casos (WHO, 1999).

No continente americano, ¢ endémica em algumas partes do Brasil, o pais mais
afetado, com trés milhdes de pessoas infetadas (Chitsulo ef al., 2000). Também ha
ocorréncias na Venezuela e na regido do Caribe (Silva-Moraes ef al., 2019).

Ressalta-se que a schistosomose ¢ prevalente em areas tropicais e subtropicais,
principalmente nas comunidades pobres, as quais ndo tém acesso a agua potavel nem
saneamento adequado, e atinge, em especial, populacdes agricolas e pesqueiras (WHO,
1999). E considerada a segunda parasitose mais importante no mundo e,
consequentemente, apresenta importante impacto na saude publica (de Souza Andrade

Filho et al., 2015).
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Figura 1 - Distribuic¢@o da schistosomose no mundo.

Fonte: Colley et al., 2014.

1.2. Os Parasitas

Existem pelo menos vinte e cinco espécies de Schistosoma conhecidas (Pennance
et al., 2020), porém, apenas seis sdo parasitas habituais do Homem: Schistosoma
haematobium, Schistosoma mansoni, Schistosoma japonicum, Schistosoma mekongi,
Schistosoma guineensis e Schistosoma intercalatum (Colley et al., 2014).

Caracteristicas fenotipicas, particularmente associadas aos vermes adultos e seus
ovos, caracteristicas epidemioldgicas e ecoldgicas, como regido geografica e associagdes
com os seus hospedeiros, sdo consideradas para identificagdo de espécies num
determinado foco (Pennance et al., 2020).

Cada uma dessas espécies tém um conjunto especifico de hospedeiros
intermediarios, que sdo caracdis de dgua doce, e hospedeiros definitivos, que podem ser
diversos mamiferos, inclusive os seres humanos, conforme mencionado anteriormente
(Pennance et al., 2020). Dessa forma, a distribui¢ao destas ¢ definida de acordo com os

habitats dos seus hospedeiros (Colley et al., 2014).



i. Sistematica

Filo Plathyhelminthes
Super Classe Euplathyhelminthes
Classe Trematoda
Sub Classe Digenea
Ordem Strigeiformes
Familia Schistosomatidae
Subfamilia Schistosomatinae
Género Schistosoma
Espécies Schistosoma haematobium, Bilharz (1852)
Schistosoma mansoni, Sambon (1907)
Schistosoma japonicum, Katsurada (1904)
Schistosoma intercalatum, Fisher (1934)
Schistosoma guineensis, Pages, Jourdane, Southgate &
Tchuem Tchuenté (2003)
Schistosoma mekongi, Voge, Bruckner & Bruce (1978)

Schistosoma haematobium

Esta foi a primeira espécie do género Schistosoma a ser identificada. Esta
relacionada a alteragcdes na bexiga, hematuria crénica, € 0s ovos, 0s quais possuem um
espordo terminal, normalmente sdo encontrados na urina (Nozais, 2003).

Com o desenvolvimento da infe¢do, podem ocorrer reagdes granulomatosas e
fibrose nos 6rgdos infetados, sendo possivel resultar em cistite e uretrite, com hematria,
e acabar por evoluir para carcinoma da bexiga (Ferreira, 2004).

Nos homens, manifesta-se como epididimite, que pode simular hemospermia e
prostatite. J& nas mulheres pode ocorrer leucorreia, distirbios menstruais, sangramento
pos-coito, cervicite, endometriose e outros sintomas (Mduluza-Jokonya et al., 2020).

E endémica em 53 paises distribuidos pelo Médio Oriente, pela maior parte dos
paises do continente africano, incluindo Ilhas de Madagascar e Mauricias. Foi ainda

identificado um pequeno foco na india (WHO, 1999).



Schistosoma mansoni

Responsavel por causar schistosomose intestinal, ¢ considerada a mais dispersa
das espécies de Schistosoma, com ocorréncia em cerca de 55 paises, abrangendo a
peninsula arabica, Egipto, Libia, Sudao, grande parte dos paises africanos ao sul do Saara,
algumas ilhas da regido do Caribe, Suriname, Venezuela e Brasil (WHO, 1999), sendo a
unica espécie de Schistosoma registada nas Américas (Silva-Moraes et al., 2019).

Sua ampla distribui¢do geografica estd relacionada com a grande dispersao dos
moluscos que atuam como hospedeiros intermedidrios no ciclo de vida deste parasita
(Morgan et al., 2001).

Os ovos sdo caracteristicos por possuirem um espordo lateral. A infe¢do pode
ocasionar reagdes granulomatosas e fibrose nos 6rgaos infetados, causando polipose do
colon, com diarreia ensanguentada, hipertensdo portal, com hematémese e
esplenomegalia, hipertensdo pulmonar. Devido a formagdo de granulomas em volta dos
ovos na coluna vertebral, ¢ possivel o desenvolvimento de mielite transversa com

paraplegia flacida (Ferreira, 2004). Esta ¢ a espécie objeto de estudo da presente pesquisa.

Schistosoma japonicum

Tem ocorréncia na Asia, principalmente nas Filipinas, na Indonésia e na China,
podendo ocorrer esporadicamente na Tailandia (Colley et al., 2014; WHO, 1999). Na
China, ¢ o principal responsavel pelas infecdes por schistosomose (Chen, 2014).

Dentre as espécies que afetam os homens, S. japonicum é considerado o causador
da doenca mais grave, pois as fémeas produzem mais ovos, 0s quais sao postos em
agregados que induzem reagdes teciduais intensivas nos 6rgaos do hospedeiro. Estima-se
que o tempo de vida do adulto seja mais longo (Chen, 2014).

O primeiro caso clinico foi descrito em 1905, confirmado por ovos, os quais
possuem um espordo rudimentar (Ferreira, 2004), encontrados nas fezes de um paciente.
As manifestagdes clinicas incluem febre, calafrios, sudorese, dor muscular, distarbios
gastrointestinais, aumento e sensibilidade do figado e eosinofilia. Se ndo tratada, pode
evoluir ao obito (Chen, 2014). A presenca de ovos no cérebro, devido a algumas

migragdes ectopicas, pode ocasionar doenga granulomatosa cerebral (Grécio et al., 2000).



Schistosoma intercalatum

Causadora da schistosomose retal humana, ¢ endémica em pelo menos dez paises
da Africa (WHO, 1999), onde h4 duas areas endémicas estaveis, e também onde sdo
reconhecidas duas estirpes geograficamente isoladas de S. infercalatum, a estirpe da
Baixa Guiné e a estirpe do Congo, as quais se distinguem entre si em varias caracteristicas
morfoldgicas, bioldgicas e bioquimicas (Jourdane et al., 2001).

Assim como descrito para a espécie anterior, seus 0vos, que possuem um esporao
terminal (Ferreira, 2004), quando migram para o cérebro também podem desencadear

doenga granulomatosa cerebral (Grécio et al., 2000).

Schistosoma guineensis

Anteriormente, foi considerada como estirpe da Baixa Guiné de S. intercalatum,
sendo, atualmente, classificada taxonomicamente como uma espécie (Kane et al., 2003;
Tchuem Tchuenté et al., 2013).

Os ovos sdo alongados e possuem um espordo terminal (Murinello ef al., 2006).
Os adultos alojam-se nas veias retais (Moné et al., 2012). E conhecida por ter uma
distribuicdo geografica histérica abrangendo o Golfo da Guiné, incluindo Camardes,
Guiné Equatorial, Gabao e Sao Tomé e Principe (Boissier ef al., 2019).

Entretanto, estudos indicam que S. guineensis estd expandindo sua distribuicao
geografica, especialmente para a Africa Ocidental, incluindo a Nigéria, pais onde a baixa

prevaléncia sugere uma introdugdo recente desta espécie (Moné et al., 2012).

Schistosoma mekongi

E endémica da regido do Laos e Cambodja na regido do rio Mekong (Wormser &
Fisher, 2003), e os seus ovos possuem um esporao rudimentar (Ferreira, 2004). A infe¢do
por S. mekongi, normalmente, produz baixa intensidade de ovos. Dessa forma, os ovos
nas fezes podem serem observados mais frequentemente na bidpsia retal, uma técnica

mais invasiva (Thiangtrongjit et al., 2021).



ii. Morfologia e ciclo de vida

O ciclo de vida (Figura 2) ¢ semelhante entre as espécies de Schistosoma, sendo o
unico trematode que invade o corpo do hospedeiro através da pele. Destaca-se, entretanto,
que o ciclo ¢ indireto e envolve hospedeiros intermediarios, que sdo os caracois de agua

doce (Marie & Petri Jr, 2021).
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Figura 2 — Schistosoma spp - Ciclo de vida. Adaptado de https://www.infoescola.com/doencas/esquistossomose/



O Ovo

O formato dos ovos varia de acordo com a espécie de Schistosoma, sendo que as
diferencas podem ser observadas em microscopio Otico. Com base na morfologia dos
ovos, estes sao classificados conforme o tipo e posi¢cao do esporao, podendo ser (Ferreira,

2004):

a) Grupo de ovos de esporao terminal: Schistosoma haematobium (Figura 3),
Schistosoma guineensis e Schistosoma intercalatum (Figura 4);

b) Grupo de ovos de esporao lateral: Schistosoma mansoni (Figura 5);

¢) Grupo de ovos de esporiao rudimentar: Schistosoma japonicum (Figura 6) e

Schistosoma mekongi (Figura 7).

Os ovos embrionados sdo eliminados nas fezes ou na urina dependendo da espécie
em causa. Porém, alguns podem ser transportados pelo sistema portal ao figado e, por
vezes, para outros locais, como por exemplo, pulmdes, medula espinal. Ao entrarem em
contato com a dgua (de rios, lagos e outros), e serem expostos a condi¢gdes de temperatura

e luminosidade ideais, os ovos eclodem e libertam os miracidios, que sdo a forma infetante

para os hospedeiros intermedidrios, os caracois de agua doce (Ferreira, 2004; Marie &

Petri Jr, 2021).

I @ ——%_, % ¢
Figura 3 - Ovo de S. haematobium Figura 4 - Ovo de S. intercalatum
Fonte: (Ferreira, 2004). Fonte: (Ferreira, 2004).



Figura 5 - Ovo de S. mansoni
Fonte: (Ferreira, 2004).

Figura 6 - Ovos de S. japonicum Figura 7 - Ovo de S. mekongi
Fonte: (Ferreira, 2004). Fonte: (Ferreira, 2004).
O Miracidio

A primeira fase larvar ¢ o miracidio (Figura 8). Este nada com o auxilio dos seus
cilios até encontrar um caracol de agua doce, o seu hospedeiro intermediario (especifico
para cada espécie de Schistosoma), e ird penetrar no seu tecido. Ao parasitar o molusco,
o miracidio passara por duas ou trés geragdes de esporocistos, 0s quais migrarao para as
glandulas digestivas do caracol, dando origem as cercérias, que correspondem a forma
infetante para os humanos, o hospedeiro definitivo (Ferreira, 2004; Marie & Petri Jr,

2021).

Figura 8 - S. mansoni - miracidio. (Original D. Cosac)



A cercaria

As cercarias (Figura 9) sdo libertadas na agua, por onde nadam livremente até
encontrar o seu hospedeiro definitivo, os humanos. Elas irdo penetrar através da epiderme,
perdendo sua cauda bifurcada e transformando-se em schistosomulo. Esta forma ira
migrar até atingir a circula¢do sanguinea e alcangar o sistema porta, no figado, onde irdo

amadurecer e tornarem-se parasitas adultos (Ferreira, 2004; Marie & Petri Jr, 2021).

Figura 9 - Cercaria — S. mansoni (Original D. Cosac)

O parasita adulto

Os individuos adultos apresentam dimorfismo sexual, e a identificacdo das
espécies de Schistosoma pode ser feita com base na posicdo de determinados 6rgaos,

como ilustra a figura 10 (Ferreira, 2004).

T - Testiculos, UC — Uniao cecal, V — Canal vitelino, V V - Ventosa ventral, U - Utero, V O - Ventosa oral
e 0 - Ovario.

Figura 10 - Diferengas morfoldgicas entre parasitas adultos de S. haematobium,
S. mansoni e S.japonicum. Fonte: (Ferreira, 2004).
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O par de parasitas adultos (macho e fémea) irdo migrar para as veias intestinais, e
irdo alojar-se em locais especificos, a depender de cada espécie: S. mansoni (Figuras 11
e 12) e S. intercalatum tém afinidade pelas veias mesentéricas superiores, as quais drenam
o colon e o duodeno; ja S. japonicum e S. mekongi tém predilegdo pelas veias mesentéricas
inferiores, que drenam o jejuno e o ileon; enquanto que S. haematobium preferem veias
do plexo venoso do trato geniturinario (Ferreira, 2004; Marie & Petri Jr, 2021).

Durante a copula, a fémea, aloja-se no canal ginecéforo do macho, e deposita os
ovos nas vénulas do sistema portal. Estes transitam no limen intestinal e sdo eliminados
nas fezes (no caso das espécies S. mansoni, S. intercalatum, S. japonicum e S. mekongi).
Os ovos de S. haematobium s3ao depositados no sistema perivesical, sao movidos através

da bexiga e ureteres, e finalmente, sdo expelidos na urina (Ferreira, 2004).

Figura 11 — Fémea (2 esquerda) e macho (a direita) de S. mansoni
Fonte: https://www.microbiologybook.org/parasitology/smansmf.jpg

Figura 12 — Adultos de S. mansoni em momento
de copula, onde a fémea se encontra no canal
gineco6foro do macho. (Original D. Cosac)
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1.3. Hospedeiros intermediarios

Os caracéis de dgua doce tém grande importancia médica por serem hospedeiros
intermediarios de trematodes, inclusive, de espécies do género Schistosoma (Constantino,
2018). Destaca-se que cada espécie dos parasitas tem especificidade em relagdo ao seu
hospedeiro intermediario (Ferreira, 2004) e distribui¢ao geografica (Quadro 1). A figura

13 ilustra as conchas de alguns moluscos, utilizadas para identificacdo das espécies.

Quadro 1 - Distribuigao geografica do parasita e hospedeiro intermedidrio.

Parasita Hospedeiro Intermediario | Distribuicao Geografica
S. haematobium Bulinus spp Africa, Médio Oriente,
Corsega
S. mansoni Biomphalaria spp Africa, Médio Oriente,

Caraibas, Brasil,
Venezuela e Suriname

S. japonicum Oncomelania spp China, Indonésia e
Filipinas

S. mekongi Neotricula aperta Camboja e Republica
Democratica Popular do
Laos

S. guineensis e S. | Bulinus spp Africa Central

intercalatum

Fonte: (Constantino, 2018).

g [ -

Bulinus Biomphalaria

w

Oncomelania Neotricula

Figura 13 - Conchas de moluscos hospedeiros intermedidrios de Schistosoma.
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1.4. A schistosomose no Brasil

No Brasil, pais mais afetado das Américas, Schistosoma mansoni ¢ a inica espécie
registada, e estd associada a schistosomose intestinal, que ¢ considerada um problema de
satde publica ha vérios anos. Atualmente, a populagdo caracteriza-se por individuos
portadores da infe¢do de baixa intensidade (da Fraga Santana et al., 2021; Silva-Moraes
etal.,2019).

A doenga estd presente em 19 estados, contudo, mais de 95% dos casos
concentram-se nas regides Nordeste e Sudeste, sendo que os estados de Sergipe, Alagoas
e Pernambuco abrangem as maiores taxas de positividade e mortalidade para S. mansoni
(Paz et al., 2020).

A transmissao geralmente estd associada a fatores bioldgicos, sociais, ambientais.
Condigdes climaticas e ambientais adequadas, associadas ao precario abastecimento de
agua, falta de saneamento bdasico e praticas de higiene inadequadas, sdo as principais
causas da prevaléncia persistente (Wanderley et al., 2021).

A ocorréncia em grandes centros estd relacionada com a urbanizagao desordenada,
contribuindo para o crescimento de areas pobres, nas quais esgoto e residuos sdo lancados
no peridomicilio, sem tratamento, atingindo canais, provocando contaminagdo ambiental
e infecdo dos caracois que vivem nesses canais, 0s quais, ao transbordarem nos periodos
de chuvas, transportam os caracdis para locais onde as pessoas podem facilmente ser
infetadas (de Oliveira ef al., 2020).

Nas ultimas décadas, o Brasil desenvolveu varias agdes de combate a
schistosomose, tais como investimentos em saneamento basico e higiene, melhoria dos
niveis de renda e qualidade de vida da populacdo, quimioterapia, o que tem obtido éxito
na diminui¢do da prevaléncia, transmissdo e morbidade da doenga. Com isso, 0 numero
de casos clinicos graves e 6bitos reduziu consideravelmente (Silva-Moraes et al., 2019).

Além do mais, o pais adota como plano um protocolo que estabelece as diretrizes
técnicas e tem como objetivo subsidiar o planeamento e a operacionaliza¢io das agdes do
Programa de Vigilancia e Controle da schistosomose por S. mansoni (Ministério da
Satide, 2014). O tratamento da infegdo ¢ oferecido gratuitamente pelo Sistema Unico de

Saude, e baseia-se na administragdo do farmaco Praziquantel (Ministério da Saude, 2020).
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1.5. Novos desenvolvimentos na Investigacao

O diagnostico da schistosomose ¢ fundamental para a erradicagdo da doenca. A
técnica de Kato-Katz, que realiza pesquisa de ovos nas fezes, ¢ a técnica padrao ouro
preconizada pela Organizagdo Mundial da Satde (OMS). No entanto, apresenta uma
baixa sensibilidade, especialmente em locais de baixa endemicidade. Diversos métodos
coproldgicos, imunoldgicos e moleculares estdo a surgir, mostrando-se promissores para
um diagnostico mais eficaz (Sousa et al., 2021).

Embora haja tratamento com Praziquantel, este farmaco apresenta algumas
limita¢des, por apresentar eficdcia contra as formas adultas, quando ja ha produ¢do de
ovos no corpo humano. Tais ovos sdo responsaveis pela gravidade da doenga, que
provavelmente, estard na fase cronica. Assim, ndo ¢ possivel realizar um tratamento
precoce contra as formas imaturas do parasita (Basha & Mamo, 2021).

Como alternativa, tém sido desenvolvidos varios estudos in vitro e in vivo em
murganhos, testando varios compostos naturais, com resultados promissores, como ¢ o
caso da propolis vermelha brasileira, que demonstrou possuir propriedades
antiparasitarias contra a infecdo por S. mansoni em estagios iniciais, ou seja, quando o
parasita ainda ndo atingiu a maturidade sexual, inibindo também a producdo de ovos
quando ministrada em doses subletais (Silva ef al., 2021).

Atualmente, ndo existe uma vacina para a prevengdo da schistosomose.
Entretanto, ha varias pesquisas em curso. E o exemplo de um estudo com macaco rhesus
(Macaca mulatta), no qual se conseguiu, em laboratdrio, desenvolver uma resposta imune
capaz de levar a autocura da doenga ap6s um primeiro contato com o parasita S. mansoni,
e apresentar resisténcia a reinfecdo (Amaral et al., 2021).

Uma ferramenta para prevengao seria o controle ambiental, feito com moluscicida
na tentativa de combater os moluscos hospedeiros intermediérios, mas que pode trazer
consequéncias, pois alguns produtos sdo considerados poluentes ao meio ambiente. A
niclosamida, substancia utilizada para eliminar os caracdis, deixou de ser recomendado,
por ser comprovadamente toxico para os demais organismos que vivem no meio aquatico
(Gardioli et al., 2017). Moluscicidas ecologicamente aceitaveis sdo necessarios e estdo a
ser tendéncia de investigacdo. Pode-se citar como exemplo um estudo em que se
demonstrou que o latex da planta Euphorbia milii obteve resultados positivos como

moluscicida natural contra espécies de caracois do género Biomphalaria (Andrade, 2019).
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2. Resposta imunoldgica aos parasitas

A funcdo do sistema imunologico ¢ manter o organismo livre de infe¢des causadas
por virus, bactérias, vermes, de modo a reconhecer qualquer matéria que seja impropria
a0 corpo € seja vista como um agressor, € age a sua dissemina¢ao no organismo, a fim de
evitar que ocorra uma infecao, o qual pode ser geradora de mortalidade (Barros, 2016).

De facto, os parasitas sdo tidos como um grande problema para o sistema
imunoldgico, pois muitos destes acabam por estimular diversas estratégias de defesa do
hospedeiro. O produto dessa reagdo imunoldgica pode ser mediado através de anticorpos
ou cé¢lulas (Ferreira, 2004).

A interagdo parasita-hospedeiro tem como base a complexa relacdo entre os
mecanismos de sobrevivéncia do parasita e os de defesa do hospedeiro (Salzet et al.,
2000). O equilibrio entre essa associagdo permite a transmissao continua do parasita, sem
que este provoque danos nocivos imediatos ao seu hospedeiro (King et al., 2001).

No caso de Schistosoma, considerando o hospedeiro vertebrado, o ciclo de vida
do parasita envolve 3 diferentes fases: schistosomulo, adulto e ovo, cada uma a induzir
tipos de resposta imunoldgica variadas (Ferreira, 2004).

O schistosomulo ¢ passivel a resposta imune apenas na fase inicial, quando ha o
primeiro contacto com o hospedeiro. Assim que vai se maturando, desenvolve meios de
evasao ao sistema imunologico, de modo a camuflar sua presenca (Wikel, 1997). H4 uma
inducdo de moléculas anti-inflamatérias, inibicdo de funcdo das células linfoides e
expressao de antigénios de superficie. O organismo tenta reagir, no entanto, ndo consegue
destruir o invasor (Gause et al., 2003).

Patologicamente, a doenga pode ser classificada em dois periodos, cada um com
uma especifica resposta imunoldgica, sendo a fase aguda, marcada pela resposta Th1, com
producdo de Interferdo gama (IFN-y), Interleucina 2 (IL-2) e Factor de necrose tumoral
(TNF) e a fase cronica, predominantemente com resposta Th2, com producao de producao
de IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13 (Pearce & MacDonald, 2002; Ferreira, 2004).

A resposta Thl estd relacionada com a fase larvar (Pearce et al, 2012). Ao
alcangar a fase adulta, e consequentemente, maturidade sexual, ocorre uma mudanca na
resposta imunologica, que estd associada a producdo de ovos. A resposta Th2 ¢
fundamental para produgdo de citocinas que servem para diminuir a produgdo ou

funcionamento de mediadores inflamatdrios que possam ser letais (Ferreira, 2004).
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3. Métodos Diagnosticos da schistosomose

Ha trés tipos de métodos para diagnosticar a schistosomose (Constantino, 2018),
descritos a seguir. E indicado realizd-los em pacientes com quadro clinico sugestivo e
exposi¢do epidemiologica. Pode-se rastrear assintomaticos que estiveram em agua doce
de regides endémicas. A geografia auxilia na identificacdo das espécies, portanto, a area

onde ocorreu a exposicao deve ser informada ao laboratério (Marie & Petri Jr, 2021).

3.1. Métodos parasitologicos ou diretos

Trata-se de andlise de fezes ou de urina (no caso de suspeita de infe¢do por S.
haematobium), para pesquisa de ovos, onde ¢ estimada a carga parasitaria, apresentando
elevada especificidade. Nas fezes, a técnica padrao ¢ o Kato-Katz. Se ndo for encontrado
nenhum ovo ap6s exame repetido de fezes ou de urina, pode ser aconselhével a realizagao
de biopsia da mucosa intestinal ou da bexiga, a fim de observar se h4 granulomas ao redor
de ovos que foram incorporados. Podem ser usadas técnicas de concentracao, seja difasica

(Ritchie, Telemann-Lima) ou por diferenga de gradiente (Willis) (Marie & Petri Jr, 2021).

3.2. Métodos imunologicos ou indiretos

Consistem na dete¢@o de anticorpos ou antigénio e possuem elevada sensibilidade.
Contudo, podem ocorrer reagdes cruzadas com outros helmintas, € como os anticorpos
podem permanecer em circulagdo por muito tempo, ndo ¢ possivel diferenciar infecao
passada, recente e cura. Sdo tuteis na fase aguda, quando o exame microscopico ainda ¢é
negativo. Exemplos de tais métodos: Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA),
deteta anticorpos e/ou antigénio; Hemaglutinagdo Indireta, deteta anticorpos; point-of-

care circulating cathodic antigen (POC-CCA), deteta antigénios (Constantino, 2018).

3.3. Métodos moleculares

Técnicas com elevada sensibilidade e especificidade, detetam o DNA do parasita
em baixas cargas parasitarias e a ajudam a determinar a cura pds-tratamento. Porém, custo

e complexidade podem limitar seu uso (Constantino, 2018; Neves, 2019).
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4. Abordagens Imunologicas

Anticorpos, ou imunoglobulinas (Ig), sio componentes do sistema imunoldgico e
tem a funcdo de defesa do corpo (Braun et al., 1992). As células plasmaticas originarias
dos linfocitos B fabricam os anticorpos, e conseguem detetar diversos corpos estranhos
ao organismo. A estrutura de um anticorpo ¢ formada por duas cadeias leves e duas
pesadas, apresentando um formato de Y, conforme pode ser observado na Figura 14
(Abbas et al., 2015). Possuem duas regides principais, a varidvel e a constante, a primeira
responsavel pelo reconhecimento do antigénio e a segunda possui propriedades efetoras

(Arosa & Cardoso, 2012).

Cadeia
pesada Local de ligacao
do antigeno

Cadeia
leve

Locais
de ligacao
de receptor Fc/

complemento?

Parte C

da cauda Ligagdo  -----
dissulfeto
Dominiolg 2

Figura 14 - Esquema da estrutura de um anticorpo IgG.

VL = Regido variavel da cadeia leve

VH = Regido variavel da cadeia pesada

CL = Regido constante da cadeia leve

CHI, CH2 e CH3 = Regides constantes da cadeia pesada

Os locais de ligagdo do antigénio sdo formados pela justaposi¢ao dos dominios VL e VH.

As regides C da cadeia pesada terminam em pedagos de cauda.

As localizagdes dos locais de ligagdo do complemento e do receptor Fc dentro das regides constantes da
cadeia pesada sdo aproximagoes.

Fonte: (Abbas et al., 2015)
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4.1. Anticorpos monoclonais

Os anticorpos monoclonais (AcM) sdo compostos biofarmacéuticos fabricados a
partir de imunoglobulinas modificadas, os quais desempenham um determinado e
controlado efeito sobre um alvo especifico (Coelho, 2014). Eles sdo produzidos pelas
células B e tém como alvo antigénios especificos (Lu et al., 2020).

Surgiram na década de 1970, como recurso terapéutico. A sua produgdo ocorreu
a partir da imuniza¢do com um antigénio num modelo animal, que “fabricou” no bago
somente um clone de um tnico linfécito B. Depois da imortalizagdo desse linfocito B,
passa a ser produzido o mesmo anticorpo como resposta ao antigénio-alvo (Shukra et al.,
2014).

O produto da fusdo entre uma célula B ou linfocito e uma linha tumoral, da-se o
nome de hibridoma, geralmente utiliza-se células de ratinhos para gerar anticorpos
monoclonais (Coelho, 2014).

Entretanto, devido as divergéncias existentes entre o sistema imunologico humano
¢ do roedor, ocorriam diversas reagdes adversas nos individuos submetidos ao tratamento
com estes anticorpos, levando os anticorpos a ser rapidamente eliminados do organismo,
causando também hipersensibilidade, diminui¢do da capacidade de alcangar o alvo
(Coelho, 2014).

No intuito de eliminar esses problemas, foram criados os AcM quiméricos ou
humanizados e também os AcM totalmente humanos, sendo os primeiros oriundos da
técnica do DNA recombinante, feitos de uma porc¢ao proveniente de humanos e outra
fracdo oriunda de ratinhos, ja os ultimos sdo formados apenas por por¢des humanas
(Coelho, 2014).

Ao longo dos anos, algumas pesquisas desenvolveram AcM reativos contra o
antigénio soluvel de ovos de S. mansoni. A maioria deles reconhece epitopos de
carboidratos que sdo compartilhados em diferentes fases de desenvolvimento do parasita.
Alguns desses reagentes demostraram-se Uteis para quantificacdo de antigénios
circulantes do ovo, portanto, considerados bons para avaliar a carga parasitaria de pessoas
infetadas. Esses ensaios s3o um potencial parametro para diagndstico, além disso, podem
indicar o destino do antigénio no hospedeiro (Nakhle & Carneiro, 1997).

Uma investigacdo com AcM anti moléculas co-estimulatérias (no caso, anti-

CTLAA4 e anti-CD28) na “schistosomose mansonica” murina, teve como objetivo avaliar
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a modulagdo da resposta inflamatoria e parasitaria provocada por S. mansoni, quando
CTLA4 e CD28 fossem bloqueados. Os resultados demostraram que o tratamento com os
mAb anti-moléculas coestimulatorias, ja citados acima, proporcionou mudangas na
quantidade de leucdcitos, modulagdes nos niveis de anticorpos circulantes, citocinas, € do
perfil da resposta T helper e, ainda, modificacdo na atividade parasitaria (Souza, 2011).

Além destes, existem outros estudos que procuram descobrir vacinas contra a
schistosomose, através da producdo de AcM que poderiam estar envolvidos no estimulo
das respostas imunes protetoras ou como alvos da imunidade protetora (Abath & Katz,
2008; Abouel-Nour et al., 2006).

Em geral, as desvantagens dessa técnica sdo: morosidade, custo elevado, e
eficiéncia dependente da competéncia do sistema imunitario do modelo animal adotado

em obter uma resposta humoral especifica (Ribeiro, 2015).

4.2. Anticorpos monoclonais recombinantes

Técnicas de construgdo e selecdo de bibliotecas combinatorias, isolando
fragmentos de anticorpos humanos, in vitro, surgiram como alternativa ao uso de animais
em laboratorio (Liu, 2014).

Ao final da década de 80, pela primeira vez, foram clonados genes de anticorpos
de linfocitos B de animais previamente imunizados. Por meio da técnica de clonagem de
regides variaveis das cadeias leves e pesadas de fragmentos de anticorpos com afinidade
para um antigénio-alvo, as sequéncias peptidicas combinatorias de genes foram
reconstruidas (Ahmad et al., 2012).

A sele¢do de anticorpos por afinidade consiste na escolha, através de uma
biblioteca de fragmentos de anticorpos que se ligam ao antigénio-alvo (Bazan et al.,
2012). Anticorpos recombinantes sdo uteis na dete¢do de anticorpos no soro utilizando
antigénio-alvo; antigénios detetados em soro que contém anticorpos; dete¢do de
antigénios utilizando bibliotecas de fragmentos de anticorpos humanos (Shukra ef al.,
2014).

No contexto da schistosomose, a literatura descreve que a proteina Sm28 ou
Glutationa S-transferase (GST) estd localizada no tegumento, parénquima, epitélio
esofagico e nos 6rgdos genitais do parasita (Liu ef al., 1996). Alguns ensaios testaram a

capacidade das proteinas recombinantes Sm29 e Sm22.6 de estimularem a protecdo em
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animais que foram previamente infetados e tratados, e descobriram um papel
imunoprotetor de uma dessas proteinas, o que indicaria um potencial candidato para
vacina (Alves, 2015).

Um outro estudo explicou a dindmica das respostas sorologicas a proteinas
recombinantes em ratinhos infetados por Schistosoma, antes e apds o tratamento com
Praziquantel e identificou antigénios recombinantes que seriam boas opgdes na selecao
de potenciais marcadores no estudo usando soros humanos e seriam significativamente

uteis na monitoragdo, vigilancia e eliminagdo da doenca (Mohammed ef al., 2020).

4.3. Phage Display

A técnica de Phage display surgiu como um importante método para a expressao
do gene alvo e selecdo de ligantes especificos para o alvo. Possui alta eficiéncia, baixo
custo, facil aplicacdo e tem sido amplamente aplicada como reagentes de afinidade em
terapéutica, diagnostico e biossensores (Tan et al., 2016).

Consiste em expor anticorpos recombinantes na forma de fragmentos de
anticorpos na superficie de um bacteriéfago, por meio da inser¢do de um gene codificador
de regides varidveis de fragmentos de anticorpos no gene estrutural de uma proteina da
capside do bacteriofago. As particulas fagicas irdo apresentar na superficie as diferentes
regides variaveis dos anticorpos, constituindo uma biblioteca de fragmentos de anticorpos
(Gamkrelidze & Dabrowska, 2014). Os fragmentos sdo triados a partir dessas bibliotecas
através dos locais alvo relevantes na superficie do antigénio-alvo (Ul Haq et al., 2012).

Apés capturar fragmentos de interesse com antigénio-alvo eluido, sdo
amplificados apos infetar uma estirpe de bactéria apropriada, de modo a expressar e
multiplicar os fagos que expressam os anticorpos recombinantes na forma de regides
variaveis das cadeias dos fragmentos especificos ao antigénio-alvo (Hammers & Stanley,
2014).

Como os vetores aplicados nesta técnica ndo contém um codigo genético completo
para codificar e produzir particulas fagicas no interior da bactéria Escherichia coli, é
adicionado um fago auxiliador (do inglés helper), e sera transformado com a biblioteca
na superficie do fago. O que se tem ao final ¢ uma biblioteca de fagos, a expressarem na
sua superficie um anticorpo monoclonal recombinante (Hammers & Stanley, 2014). A

figura 15 ilustra o esquema de como ocorrem todas as etapas da técnica de Phage Display.
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Figura 15 - Esquema ilustrativo de todas as etapas da técnica de Phage Display.
Fonte: Adaptado de https://www.diaclone.com/custom-services/phage-display
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4.4. Fago M13

O fago mais utilizado no Phage Display ¢ o M13. Trata-se de bacteriofago
filamentoso, com DNA de cadeia simples, genoma circular fechado, pertencente a familia
Inoviridae, género Inovirus, utilizado para infetar estirpes de E. coli (Ledsgaard et al.,
2018).

Seu DNA ¢ exposto a particulas virais com ajuda do fago helper, que fornece um
conjunto de enzimas e proteinas para reproducdo. Entdo ¢ alterado com inser¢ao de gene
que da resisténcia ao antibidtico canamicina, para ocorrer crescimento preferencial de
células. Ao final, as particulas fagicas sdo expelidas por extrusdo na membrana, sem

ocorrer lise celular (Sambrook & Russell, 2001).

4.5. Biopanning

A técnica de Phage display utiliza o método Biopanning, traduzido para
Bioselegao, e compreende as seguintes fases (Figura 16):

1) adi¢do da biblioteca de fagos a um pogo de uma microplaca de plastico, onde o
antigénio-alvo esta adsorvido;

2) ligacdo, onde os fagos que tém anticorpos de maior afinidade se ligam aos
epitopos do antigénio;

3) lavagens sucessivas para remover ligagdes ndo especificas;

4) remocao dos fagos selecionados através da infe¢do de E. coli estirpe TOP10F;

5) amplificacdo dos fagos infeciosos eluidos em E. coli, com ajuda de fagos
auxiliares MKO07 (Hammers & Stanley, 2014; Ledsgaard ef al., 2018; Ribeiro, 2015).

Em geral, as etapas de Biopanning descritas acima sdo repetidas mais 2 ou 3 vezes,
utilizando os fagos amplificados no ciclo anterior de biosele¢do, no intuito de acumular
fagos que exibem fragmentos de anticorpos de alta afinidade (Ledsgaard et al., 2018).

A transferéncia artificial de um plasmideo para a bactéria, no terceiro ciclo do
método de Biopanning, através da infecdo pelos fagos recombinantes, colaborara para a
reconstru¢do do material genético da bactéria, por exemplo, ird conferir-lhe resisténcia a
um determinado antibiotico, tal como, ampicilina, que € inserida no vetor, para que ocorra

replicacdo e crescimento preferencial de células (Sambrook & Russell, 2001).
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Figura 16 - Desenho esquematico das etapas da técnica de Biopanning.
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Capitulo IT — Objetivos
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Dada importancia da schistosomose, doenga negligenciada, com distribuicao
global, comum nos paises tropicais, com grande impacto na saude publica a nivel
socioecondmico, afetando também a qualidade de vida das populacdes e, considerando
que técnicas de diagnostico podem apresentar algumas limitacdes, decidiu-se realizar um
estudo com o intuito de selecionar anticorpos recombinantes para antigénios de
Schistosoma mansoni que possam posteriormente ser testados e aplicados no diagnostico

da schistosomose.

Os principais objetivos foram:

e Isolar antigénios de parasitas adultos de S. mansoni obtidos através da
manuteng¢do do ciclo de vida em modelo murino;

e Utilizar bibliotecas de anticorpos recombinantes para a selecdo de lingados
por ELISA;

e Obter anticorpos recombinantes para S. mansoni por selecdo de bibliotecas de

anticorpos.
O presente estudo integrou-se na linha de investigacdo “Contribuicdo para o

estudo da schistosomose” do Grupo de Helmintologia e Malacologia Médicas / Unidade

de Ensino e de Investiga¢do em Parasitologia Médica da Universidade Nova de Lisboa.
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Capitulo ITI — Material e métodos
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1. Metodologias

O presente estudo adotou como modelo o parasita Schistosoma mansoni, por ser
considerada a melhor espécie a ser estudada, devido a facilidade de manté-la em
laboratorio, pois apresenta boa adaptacao em relagdo ao seu hospedeiro intermediario, o
que torna acessivel a manutenc¢do do seu ciclo bioldgico (Rollinson & Southgate, 1987).

Destaca-se que tal ciclo biologico ¢ integralmente mantido nos laboratorios de
Helmintologia da Unidade de Parasitologia Médica do Instituto de Higiene e Medicina
Tropical (IHMT), Universidade Nova de Lisboa.

No laboratério de Malacologia sdo mantidos caracois da espécie Biomphalaria
glabrata (estirpe de Belo Horizonte — Brasil), para obtengdo de cercarias para infecao dos
roedores.

Os parasitas adultos de S. mansoni (estirpe de Belo Horizonte — Brasil) foram
obtidos de murganhos da espécie Mus musculos (estirpe cd1), considerados como um bom
modelo para o estudo desta parasitose, tendo em conta que apresentam uma boa
suscetibilidade a infe¢do, e pelo facto de o parasita conseguir desenvolver-se até alcangar
a fase adulta, gerando ovos férteis (Ferreira, 2004). Para todos os procedimentos
relacionados com a manipula¢do de murganhos, foram seguidos protocolos de seguranga
e bem-estar animal, e aprovacio da Comissio de Etica em Investigagcdo com animais de
laboratério, em conformidade com a legislagao em vigor.

O presente estudo foi desenvolvido com base na execugdo das etapas descritas a

seguir:

1.1. Isolamento dos Parasitas

O processo teve inicio com a sele¢do de adultos de S. mansoni, trés machos e trés
fémeas, extraidos através da perfusdo do figado de murganhos previamente infetados e
eutanasiados. Apos a eutanasia dos murganhos, realizou-se a recolha dos parasitas, com
observacdo em esteriomicroscopio, para separagao entre machos e fémeas. Feito isso, os
parasitas foram mantidos em 750 pL de um tampao para conservagao, descrito no Anexo

2.
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1.2. Biopanning

A técnica de Phage display fundamenta-se na utilizagdo de vérias bibliotecas de
fragmentos de anticorpos humanos posicionados na superficie de um fago filamentoso. A
captura desses fragmentos ¢ feita numa superficie solida, onde ocorrerd a ligagao entre os
fragmentos de anticorpos expressos em fagos (scFv, do inglés Single chain fragment
variable) e o antigénio-alvo, gerando, assim, fragmentos de anticorpos especificos ao

antigénio-alvo (Schirrmann et al., 2011).

Biblioteca “DAB”, “Tomlinson I’ e Tomlinson J”

Na presente pesquisa, foram utilizadas trés bibliotecas de fagos, conforme descrito
a seguir: DAB, Tomlinson I e Tomlinson J.

A denominada DAB, distribuida pela Source BioScience, ¢ uma biblioteca de
fagos com fragmentos de anticorpos humanos na sua superficie, construida em vetor pR2,
contém um repertorio de aproximadamente 3 x 10° clones. E baseada numa tnica
estrutura VH (regido variavel da cadeia pesada) (Lee et al., 2007; Madrid et al., 2020).

As bibliotecas Tomlinson 1 e Tomlinson J, criadas por MRC Laboratory of
Molecular Biology e MRC Centre for Protein Engineering, em Cambridge, no Reino
Unido, s@o clonadas através do vetor pIT2, também, baseadas numa tunica estrutura
humana para VH, e contém um repertorio de clones de 1.47x10% e 1.37x10%,

respetivamente (Goletz et al., 2002).

Phage Display

Os vermes foram inseridos numa placa de 24 pocos (Orange Scientific Tissue
Culture OrPlates), (Figura 17), contendo PBS 1x (Tampao fosfato salino, do inglés,

Phosphate Buffered Saline), depois, colocados em contato com 10 pl das trés bibliotecas

de fagos descritas acima, e incubados a 37°C por 1 hora.
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Figura 17 - Esquema da microplaca de 24 pogos, onde se iniciou o processo de sele¢do por
Phage Display.

Foram realizadas 10 lavagens com PBS-T (Tampao fosfato salino suplementado
com detergente Tween), no intuito de eliminar os fagos que ndo se ligaram ao antigénio.

Depois, foi preparado um tampao pré-eluigcdo (Anexo 2), adicionando-se nos 6
pogos 2 mL dessa solugdo, de forma a agir durante 5 minutos. Posteriormente, o liquido
foi retirado, e adicionado PBS at¢ a superficie dos pogos, e armazenado a 4°C.

O preparado contendo os parasitas foi transferido para 6 tubos Eppendorf,
colocado em contato com bactérias E. coli, utilizando-se as estirpes TOP10F, em extrato
para cultura (Anexo 2), em agitador orbital (Jepo Tech, SK-300, Corea) com incubadora
a 37°C por 1 hora.

Findo o tempo, foram transferidos para 6 frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo
50 mL de meio LB suplementado com ampicilina (100 pg/mL) e tetraciclina (20 pg/mL),
e postos em agitacdo a 37°C durante 1 hora. Terminado o tempo, adicionou-se uma
solugdo de Glucose a 20% e colocou-se novamente em agitacao a 30°C.

Em seguida, adicionou-se nos mesmos frascos uma solu¢do para adi¢do do fago
helper MK13 (Anexo 2), mantendo em agitacdo na estufa overnight, para selecdo de

somente células de E. coli, as quais foram infetadas pelo fago.
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Como referido anteriormente, essa técnica tem a finalidade de expor o ADN do
fago a particulas virais com o ajuda do fago helper, que fornece uma gama de enzimas e
proteinas fundamentais para a sua reproducdo, e ¢ alterado com a adi¢cdo de um gene que
propicia resisténcia ao antibidtico canamicina, para que ocorra um crescimento
preferencial de células (Sambrook & Russell, 2001).

A selecdo de anticorpos por afinidade conta com purificacao dos fagos helper, que
ajudardo no fornecimento da informagao genética que ¢ necessaria para a sintese proteica
usada na criagdo de particulas virais completas, como as particulas fagicas (Sambrook &
Russell, 2001).

Os fagos ligados aos parasitas foram colocados em contato com as bactérias com
o objetivo das infetar, sendo, posteriormente, ampliados através da reproducao destas, as
quais auxiliardo na obtenc¢do e clonagem dos anticorpos recombinantes (Schirrmann et
al.,2011).

Existe uma técnica aprimorada para a producdo eficiente de fagos M13 numa
duracdo de tempo relativamente curta. Ja foi descrito que a infecdo de células de E. coli
com apenas 5 particulas de fago poderia gerar 1012 particulas de fago/mL em apenas 3
horas se as células forem cultivadas em meio de cultura suplementado com cerca de 5
mM de Mg?" (Reddy & McKenney, 1996).

Ja haveria de ser esperado o facto de que Mg?* teria efeito positivo da produgdo
de fagos, pois o ele ¢ considerado um componente essencial do na replicagdo do DNA
(Reddy & McKenney, 1996).

A literatura evidencia uma relagdo entre temperatura de cultivo e produgdo de
fagos M 13, existindo célculos de gasto de ATP para compreender o alto rendimento na
producdo de fagos na faixa de temperatura ideal. Concluiu-se, assim, que a melhor
temperatura para cultura de E. coli seria aproximadamente de 30°C. O fago M13 usa ATP
e ribossomas das células bacterianas hospedeiras para produzir proteinas fagicas. A
temperatura adequada proporcionou condicdo mais favoravel para producdo de fagos,
pois houve aumento na taxa de crescimento das células de E. coli, elevando a fracdo de
proteinas e eficiéncia ribossomal para maximizar a sintese de proteinas ribossomais (Choi
etal.,2022).

Apo6s o cultivo das bactérias, adicdo dos antibidticos, MgClx e do fago helper,

conforme j& descrito, as células foram centrifugadas a 8000 x g durante 15 minutos, e
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recolhido o sobrenadante. Os fagos presentes no sobrenadante foram precipitados com
adi¢do de PEG/NaCl a 4°C, durante 18 horas, para ajudar a concentracao dos fagos.

Os fagos precipitados foram recolhidos por centrifugagdo a 8000 x g durante 20
minutos ¢ o precipitado foi dissolvido em tampao para conservagdo (Anexo 2). A
concentragdo foi determinada por leitura da absorvancia (Abs) a 280 nm e 350 nm no
aparelho Nanodrop, e calculada de acordo com a féormula (Mourez & Collier, 2004):

Virides/mL= (Abs.2e9 — Abs.320) x (6 x 10'%)

n® de bases/virido
Ao final, os fagos foram armazenados - 70°C, no intuito de manter a sua crio-
protecdo até o comeco do método de selegdo de anticorpos por afinidade que seria feito
na selecdo seguinte.
O protocolo de Biopanning foi repetido por mais duas vezes, de forma a utilizar
os fagos purificados na selecdo anterior, diluidos de 1/10, e usados no ciclo seguinte,
como biblioteca, de modo a obter-se uma selecdo de anticorpos policlonais com elevado

grau de especificidade ao antigénio alvo. A figura 18 ilustra as etapas do processo.

? o)
A E. coli
DAB 1 J DAB 1 J o P
¥ L C L Solugoes- - ' ’
1) (2 )3 ) &) )(e Lavagens -/ - -/ tampdes _ = L 3 C %
—_— -— —— . = i EE——
SIS)S C ﬁ Cl Iy Iy i
D X)(x )(x ) x ) x ) x vV VUV - c F
LA B

llll'H

Centrifugagcéo

il EE .
N -
- .
Pellet ~ @
[ — & :-‘ &
= E FooL N
- -
Congelamento -70°C Glicerol Vortex

Figura 18 - Protocolo realizado da Técnica de Biopanning.
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Isolamento dos clones individuais

Em 18 placas de Petri com meio LB foram adicionados ampicilina (100 pg/mL) e
glucose 1%. Inseriu-se cada uma das bibliotecas (DAB, Tomlinson 1 e Tomlinson J), na
seguinte proporcao: 5 L 10 pL, 50 pL, tanto para selecdo para fémeas como para selecao
para machos do parasita. Em seguida, as placas foram incubadas a 37°C.

Paralelamente, foram preparadas placas de 96 pogos, na seguinte quantidade: para
cada uma das 3 bibliotecas, usou-se duas placas (uma para macho e uma para fémea dos
parasitas) para cultura em meio liquido e a mesma quantidade para meio solido,
totalizando 12 placas.

Num tubo Falcon de 50 mL, preparou-se uma solucdo contendo meio LB
suplementado com ampicilina (100 pg/mL), e adicionou-se 5 gotas de meio nas placas
para cultura em meio liquido.

Jé& para as placas para cultura em meio sélido, preparou-se uma solu¢do contendo
meio LB agar contendo ampicilina (100 pg/mL), preenchendo-se cada pogo com 5 gotas.
Todas as placas foram armazenadas a 4°C.

Cada colonia foi repicada das placas de Petri para um pogo da placa de ELISA
contendo meio sélido e para meio liquido na respetiva posi¢ao. O processo foi realizado
sucessivamente de modo a preencher todos os pogos, exceto os pogos de controlo que
apenas continha, meio de cultura. As placas foram armazenadas a 37°C para estimular o
crescimento das bactérias enquanto as placas de Petri foram guardadas a 4°C.

No dia seguinte, adicionou-se a cada pogo 1 gota de solugdo, para adi¢ao do fago
helper MK13 (Anexo 2), seguida de uma incubacdo a 37°C por 1 hora, sem agitagdo.
Apos este periodo, foi adicionada 1 gota de meio LB suplementado com ampicilina (100
pg/mL) e canamicina (50 pg/mL). Colocou-se na incubadora a 25°C.

Nas placas de cultura sélida, foram adicionadas 2 gotas de tampao para cultura em
meio solido (Anexo 2). No final, as placas foram seladas com parafilme e pelicula

aderente e armazenadas a -70°C.
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1.3. Visualizacio da ligacio antigénio-anticorpo por ELISA Indireta

O ensaio de ELISA (do inglés, Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) tem como
fundamento a interacdo antigénio-anticorpo através de uma reag¢do enzimatica, que ¢
detetada por meio da adi¢do de um segundo anticorpo anti imunoglobulina (Anti-Ig),
ligado a uma enzima, que pode ser, por exemplo, a Fosfatase Alcalina, chamada de
conjugado. Quando ¢ adicionado um substrato apropriado para a enzima, ocorre uma
reagdo cromatica, a qual possibilita verificar a ligagdo antigénio-anticorpo (Schirrmann
etal.,2011).

Na etapa inicial, foi feito um tempdo de preparacdo do antigénio (Anexo 2).
Transferiu-se 400 puL dessa solucdo para dois tubos Eppendorfs, um deles contendo 10
fémeas de S. mansoni e o outro 5 machos. Adicionou-se uma pequena quantidade de
carborundo, macerou-se com uso de um homegeneizador de pléstico, lavando-se este em
seguida com 100 pL do tampao acima para libertacdo do material macerado aderido.

Centrifugou-se por 5 minutos a 8000 x g. O sobrenadante foi transferido para 2
novos tubos Eppendorfs, para medi¢do da concentragdo de proteina no equipamento
Nanodrop a 280 nandémetros (nm) (1 Abs 230 Unidade de proteina = 1 mg/mL). Essa
amostra corresponde a solugdo stock de proteina a qual foi adicionado 1 pL de inibidor
de protease PMSF (20mM). A concentracdo final de proteina total utilizada nos pogos
em ELISA foi de 10 ug/mL.

O protocolo de ELISA foi otimizado e consistiu em: colocar 50 pL de antigénio
(solugdo preparada acima apo6s a leitura no Nanodrop), numa placa de 96 pogos, de fundo
plano (Greiner), incubando-o a 37°C durante 30 minutos.

Apos lavagem com H>O; bloqueou-se a placa com 100 pL de PVA 1% (Polivinil
alcool), durante 30 minutos a temperatura ambiente. O liquido foi descartado, adicionou-
se PBS-T e foi adicionado 70 uL do sobrenadante das culturas infetadas com os fagos,
sendo que uma coluna de antigénio foi utilizada como controlo. Incubou-se a 37°C durante
30 minutos, seguida de 3 lavagens com PBS-T.

Depois, foi adicionado 50 pL de anticorpos antifago (M13) conjugado com biotina
(Sigma) na diluicdo de 1/2000 em PBS-T (Sigma), e foi incubado a 37°C durante 30
minutos. Foram realizadas 3 lavagens com PBS-T, e adicionados 50 uL de conjugado de
Streptavidina — AP diluido de 1/5000 em PBS-T suplementado com BSA 0,1%. Para

reduzir as reagdes cruzadas, o conjugado foi colocado em contato prévio com um macho
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adulto de S. mansoni em 250 pL de PBS-T e, de seguida, foi diluido para a concentracao
final. Incubou-se a 37°C durante 30 minutos, seguido de 4 lavagens com PBS-T e 1 com
H>O. Por fim, adicionou-se 50 pL de substrato (4 Nitrofonil-fosfato) diluido 1 mg/mL em
tampao de substrato (10 mL de Etanolamina, suplementado com 50 mg de MgCI2),
incubagdo a 37°C por 1 hora. Seguidamente guardou-se a 4° C durante 18 horas.

No dia seguinte, foram medidas as absorvancias (a 405nm) em espetrofotometria,
para sele¢do dos fagos recombinantes com maior absorvancia em ELISA.

A Figura 19 ilustra o passo a passo do processo de ELISA indireta. Preparou-se
uma placa para cada biblioteca, para macho e para fémea, totalizando 6 placas de 96
pocos. No final, foram selecionados os 5 maiores valores de cada uma destas, conforme

demonstra a Figura 20, os quais foram submetidas a etapa que sera descrita a seguir.

ELISA Indireta

] 1. Adsors&o do antigénio em uma placa multipogo.

[y‘\::ff—»;’" 2. Adigao das particulas fagicas.

7] 3. Adigao do anti-FD.

~— A

—— 5. Adigéo do substrato.

#

Se houver presenga de particulas fagicas especificas ao antigénio, uma
reagédo de cor amarelada ird ocorrer, e ao final, sera lida em aparelho de
espectrofotometria.

Figura 19 - Esquema ilustrativo do processo de ELISA indireta.
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6 placas:

?DAB, I, J Nova placa:

3 DAB, I, J Mista
1000000000000 1000000000000
:10/0/0/00/0/0.0.0.00.0. :10/0/0,0.0.0.0.00/000
1000000000000, T E00.000/0.0.00.00.0)
DOQOQQOQQQOOO valores de DQOOOOQQQQOQO
H0/0/0/0.0/0.0/00000 cadaplaca | EQOOOOOOOOO0O
1000000000000 i) 1000000000000
000000000000, 0/00/00/0/000/00.0.
HOOOOOOOOOOOO HOOOOOOOOOOOO

Figura 20 - Placas com as colonias submetidas ao processo de ELISA indireta.

Novo Ciclo de Selecao

Com base na leitura de absorvancia no teste de ELISA foram selecionados, para
ambos os sexos do parasita, os 5 valores mais altos de cada uma das 3 bibliotecas,
conforme descrito anteriormente, para sele¢ao das culturas em meio liquido e meio sélido.

A partir dai, foram preparadas novas placas de Petri, 15 para machos e 15 para
fémeas, com meio LB suplementado com ampicilina (100 pg/mL) e tetraciclina (20
pg/mL).

Paralelamente, foram preparados 30 tubos Falcon de 12 mL, para as respetivas
bibliotecas, contendo 6 mL de solu¢do de filtracdo (Anexo 2). Em seguida, repicaram-se
as colonias das placas de Petri com uma ansa esterilizada em chama e mergulhou-se nos
tubos correspondentes, incubou-se a 30°C em agitacao.

No dia seguinte, os 30 tubos foram centrifugados, durante 10 minutos a 10000 x
g. Descartou-se parte do sobrenadante, selecionando 1 mL para congelamento em
Glicerol 80%, e outro 1 mL para diluicdo em 1 mL da solugdo de filtragdo (Anexo 2),
acrescido de 20 pL do fago helper. Incubou-se a 37°C durante 1 hora. Depois, nos 30
tubos, adicionou-se 5 mL da mesma solugdo, acrescido de canamicina (100 pg/mL),
deixando agir overnight a temperatura ambiente. As bactérias sdo infetadas pelo fago

helper, e os antibitticos libertam os fagos contendo o anticorpo recombinante.
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No dia seguinte centrifugou-se novamente, durante 10 minutos a 10000 x g,
deixando 1 mL do sobrenadante, ao qual se adicionou 2 mL de PEG/NaCl, para que os
fagos se agregassem, e agindo durante dois dias.

Apo6s centrifugacdo durante 20 minutos a 10600 x g, retirou-se 1 mL do
sobrenadante para tubos Eppendorf, homegeneizou-se no vortex e centrifugou-se durante
5 minutos a 8000 x g. Depois, o sobrenadante foi descartado e ao sedimento adicionou-
se 1 mL do tampao para conservagdo (Anexo 2).

O produto gerado foi armazenado a 4°C e posteriormente utilizado para novo
ensaio de ELISA, conforme ilustra a Figura 21, seguindo o mesmo protocolo descrito
anteriormente, mas adicionando-se dessas bibliotecas o volume de 5 pL, na concentracao
de 1/300.

No final, foram selecionados os 10 valores mais altos (metade para machos e
metade para fémeas) a partir da leitura do teste de ELISA. Entdo foram preparadas 10
placas de Petri, com meio LB suplementado com ampicilina (100 pg/mL) e tetraciclina
(20 pg/mL), concentragdes finais, e acrescidos 10 pL das respetivas bibliotecas para

replicacdo colonias, e incubadas a 37°C durante a noite.
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Figura 21 - Placa multipoco contendo as 30 amostras utilizadas no novo Teste de ELISA
indireta.

36



1.4. Visualizacio da reacio ao substrato por Imunohistoquimica

A imunohistoquimica tem sido uma técnica bastante utilizada como método
auxiliar de diagnostico. Baseada na caracteristica de anticorpos purificados que se ligam
com especificidade aos seus alvos, que sdo os antigénios. Pode-se usar tais anticorpos
para mostrar os antigénios nos tecidos (Barra, 2006).

O protocolo foi otimizado de forma a reduzir a atividade peroxidase interna com
a utilizacdo de azida (N3") e peroxido de hidrogénio (H20»): Parasitas machos foram
submersos durante 15 minutos em 5 mL de PBS + 150 puL de H2O02 30% + 15 mg de N3,
sendo que estes dois ultimos tém a capacidade de inibir a peroxidase presente no parasita,
e juntos, potencializam sua a¢do (Li et al., 1987). Lavou-se 3 vezes com PBS, adicionou-
se 1 mL de PVA 1% + 10 mg de BSA, agindo por 30 minutos. Em seguida, os parasitas
foram transferidos para 4 diferentes tubos Eppendorf, contendo 100 pL. de PBS-T.

Recorreu-se as 3 selecdes que obtiveram os melhores resultados na leitura do teste
de ELISA Indireta; as amostras 2 (Tomlinson 1, E1, fémea), 7 (DAB, B4, macho) ¢ 8
(DAB, D1, macho), retirando-se 2 pL desse material. O quarto tubo recebeu 2 pL do fago
helper, atuando, portanto, como controlo. Apds 30 minutos, lavou-se 5 vezes com PBS-
T. Depois, adicionou-se o anti-fago (made in home) na concentragdo de 1/300 em PBS-T
suplementado com gelatina, e dessa solucdo transferiu-se 250 pL para cada Eppendorf.

Incubou-se durante 30 minutos, lavou-se os parasitas 5 vezes com PBS-T,
adicionou-se 100 pL do conjugado, preparado previamente da seguinte maneira, de forma
a reduzir as reacdes cruzadas do conjugado: 2 machos colocados em 500 puL. de PBS + 1
pL do conjugado, por 15 minutos, recolheu-se o sobrenadante para um novo tubo
contendo 1 mL de PBS-T, transferiu-se 200 uL dessa solugdo para cada um dos tubos. O
tempo de acdo foi de 30 minutos. Por fim, lavou-se 5 vezes com PBS-T e 1 vez com H>O
e preparou-se o substrato: 950 pL de H2O + 50 pL do tampao Tris (1 M, pH de 6.8) + 0,5
mg de DAB + 5 puLL de H202 30%, distribuindo-se 200 pL dessa solucdo para os tubos.

Num dos ensaios realizados durante a otimizagao, foi preparado um substrato (AP
Conjugate Substrate Kit — BIO-RAD) composto por: 460 uL de dgua destilada; 20 uL de
25x AP Color Development Buffer; 10 uL. do AP Color Reagent A; 10 pL do AP Color
Reagent B. Cada tubo recebeu 100 pL dessa solugdo. Mas os resultados ndo foram
satisfatorios, porque nao foram observadas diferengas significativas entre as reagdes dos

grupos teste e controlo.
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1.5. Amplificacio do ADN por PCR

Para a extracdo de ADN, recorreu-se a Miniprep (QIAGEN®).

Foram preparadas 3 solug¢des (Anexo 2), conforme protocolo de Sambrook J et
al., 1989, para:

I — Lavar as células;

II — Fazer a lise das células;

IIT — Neutralizar o pH.

Em 10 tubos Eppendorf foram colocados 200 puL da Solucdo I. Foram raspadas as
colonias das placas de Petri das bibliotecas com valores mais altos, em seguida,
homogeneizadas no vortex. Depois, adicionou-se 200 pL da Solugdo II e inverteu-se
varias vezes. Adicionou-se 300 uL. da Solugdo III, repetindo o procedimento de inverter.

Os tubos foram centrifugados a 8000 x g, durante 10 minutos, recolhendo-se o
sobrenadante, onde esta localizado o plasmideo. Adicionou-se 600 puL. de isopropanol
100% e armazenou-se a -20°C. Em seguida, centrifugou-se durante 15 minutos a 8000 x
g, descartou-se o sobrenadante e adicionou-se 1 mL de etanol 100% para lavagem dos
mesmos. Apos, foram centrifugados mais uma vez na mesma rotagdo, descartando-se o
sobrenadante e deixando os tubos para secarem completamente. Por fim, adicionou-se 30
pL de agua estéril e filtrada, posicionou-se os tubos no vortex, os quais foram

centrifugados por 10 minutos a 8000 x g, e armazenados a -20°C.

Técnica de PCR

A técnica de PCR foi utilizada para amplificacdo de ADN das amostras em estudo.
Foram usados os primers LMB3 e pHEN2 (Quadro 2) para verificar a presenca da
sequéncia de regides de cadeia leve e pesada nos anticorpos recombinantes pesquisados

(clones selecionados por maior absorvancia no teste de ELISA Indireta).

Quadro 2 - Composi¢do dos primers utilizados no PCR.

Para utilizagdo de Primer foward LMB3 5’CAGGAAACAGCTATGAC3’
cadeia leve e pesada Primer reverse pHEN-SEQ | 5>"CTATGCGGCCCCATTCAY’
Com fragmento 935pb
Sem fragmento 329bp
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Efetuou-se uma Mix com o Kit bioTAQ (Thermo Fisher®) (Quadro 3). Foram
distribuidos 25 pL da Mix para 12 tubos Eppendorf, sendo 10 contendo 1 pL. de ADN
purificado e 2 para controlos, com os mesmos volumes, mas sem amostra de ADN. Uma

vez que se observou que as amostras continham muito ADN, todas foram diluidas em

1/10 em H>O.

Quadro 3 - Composicao da Mix utilizada na amplifica¢ao por PCR.

Componentes Volume utilizado

Agua livre de RNase 205 pL
Tampao de sulfato 10x 15 pul
MgCI2 (50 mM) 12 uL
Mix de dNTPs (10mM) 6 uL
Primer forward — LMB3 (20uM) 30 uL
Primer reverse — pHEN-SEQ (20uM) 30 uL

bioTAQ (5U/ uL) 2 ul
Volume Total 300 pnL

A amplificacdo de ADN foi feita em termociclador (Biometra® 1 Thermocycler),

segundo as condigdes térmicas descritas no Quadro 4.

Quadro 4 - Condigdes térmicas aplicadas no PCR para amplificacdo da fragdo pretendida.

Condicoes de amplificacido N° de ciclos

Desnaturacdo 95°C, 2 minutos 1

Desnaturacdo 95°C, 45 segundos
Hibridagdo 55°C, 45 segundos 40
Extensdo 72°C, 45 segundos

Extensdo 72°C, 5 minutos 1

Gel de Eletroforese

O gel de eletroforese foi feito numa tina de eletroforese, com 1,5% de agarose
(agarose — SeaKem LE; FMC BioProducts®) em 100 mL de tampao TAE 1X
(TrisAcetato 0,04 M; EDTA 0,001 M; pH 8,3). Ap6s a difusdo da agarose e do tampao,
adicionou-se 25 pL de brometo de etidio (Sigma). Foram utilizados 10 pL das amostras
submetidas ao PCR com 1 gota de tampao de deposi¢do para correr em gel. Utilizou-se 5
pL do marcador Lambda hnd III (Fermentas - Thermo Scientific), de peso molecular 564
pares de bases (pb).
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Purificacao de Bandas do Gel de Eletroforese

Apods o processo de eletroforese, as amostras foram submetidas a extragdo e
purificacdo do ADN com Kit de Gel de Extragdo da MicroElute ®. Em tubos de coluna
adicionou-se 100 pL de Hidréxido de Sodio (NaOH) para lavar a coluna. Centrifugou-se
a 18 000 x g durante 30 segundos. Adicionou-se 500 puL de 4dgua estéril. Centrifugou-se
novamente, nas mesmas condi¢cdes e descartou-se o sobrenadante, mantendo-se as
colunas.

Paralelamente, nos tubos Eppendorf contendo as amostras, foram adicionados 700
pL do tampao de ligagdo. Estes foram submetidos ao Termoaquecedor a 60° C, até que
fosse observado o derretimento total da agarose.

Depois, o produto foi transferido para os tubos de coluna, seguido de
centrifugacdo. Uma vez o ADN estaria contido a coluna, descartou-se o sobrenadante.
Adicionou-se 350 pL do tampao de lavagem SPW, centrifugando-se novamente,
descartando posteriormente o sobrenadante. Repetiu-se a adicdo desse tampdo, nas
mesmas condicdes, centrifugou-se, descartou-se o sobrenadante, e por fim, centrifugou-
Se novamente.

As colunas, foram, entdo, transferidas para novos tubos Eppendorfs, onde foram
adicionados 20 pL do tampao de eluicdo para a remogao de residuos, e realizada a tiltima
centrifugacdo. Nessa etapa, o ADN tera transpassado pela coluna, ficando retido na forma
de sobrenadante nos tubos. Feito isso, foi determinada a concentracao de acido nucleico

no Nanodrop. As amostras foram posteriormente congeladas a - 20° C.

1.6. Sequenciacao Genética

A fim de se realizar a sequenciagao dos fragmentos da cadeia de ADN plasmidico
purificado, adquiridos pelos fagos monoclonais neste estudo, recorreu-se a sequenciagao
das amostras ap6s a leitura do gel de Eletroforese. A técnica foi feita pela empresa
Eurofins Genomics. Os primers usados foram os mesmos da reagdo de PCR.

Tal sequenciagdo tem como base o método convencional de sequenciacdo de
Sanger (do inglés Sanger-sequenced transducing-units - TU), que possibilita verificar a

sequéncia exata de uma cadeia de ADN (Ribeiro, 2015).
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Capitulo IV — Resultados
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1.1. Isolamento dos Parasitas

Os adultos de S. mansoni extraidos dos murganhos foram conservados a - 20° C,
até o momento do estudo.

No Biopanning, em cada ciclo de sele¢do foram utilizados trés fémeas e trés
machos; na ELISA Indireta utilizaram-se dez fémeas e cinco machos; ¢ na
Imunohistoquimica, utilizou-se um macho para cada clone, um macho para o controlo
que recebeu apenas o fago helper e dois machos para a preparacao do conjugado.

Nas figuras 22 e 23 pode ser observado um par de parasitas adultos de S. mansoni

extraidos dos murganhos.

Figura 22 — Parasita fémea de S. mansoni
(Original D. Cosac)

Figura 23 - Parasita macho de S. mansoni
(Original D. Cosac)

42



1.2. Biopanning

Com o objetivo de se obter fagos anti-Schistosoma a partir de bibliotecas
combinatorias de scFv, foram utilizadas trés Bibliotecas combinatorias (DAB, Tomlinson
I e Tomlinson J). Durante o procedimento de Biopanning, utilizou-se o fago helper M13.
Ap6s a captura de particulas fagicas policlonais por Phage Display com o auxilio do
método de Biopanning procedeu-se a validagdo da presenca de fagos em cada ciclo de
selecdo, através da leitura no Nanodrop. Apenas os dois primeiros ciclos de selecdo
apresentaram valores positivos para a presenca de fagos, o terceiro ciclo ndo gerou
quantidade significativa de fagos, ndo sendo observada a formagao de sedimento apos a
centrifugacdo das amostras. A concentragdo de virus/mL x 10'3 & apresentada no Quadro

5.

Quadro 5 - Concentragio de virus/mL em cada uma das amostras do Panning 1 ¢ 2.

Ciclo Amostra 269 A [ 320 A | virus/mL x 10"
1-DAB-Q 1,255 | 0,218 1,037
2 - Tomlinson I - ¢ 1,119 | 0,178 0,941
3 - TomlinsonJ - ¢ 0,989 | 0,189 0,8
1 4-DAB-3& 0,653 | 0,110 0,543
5 - Tomlinson I - & 0,549 | 0,209 0,34
6 - Tomlinson J - & 0,932 | 0,147 0,785
1-DAB-Q 0,530 | 0,286 0,244
2 - Tomlinson I - ¢ 0,499 | 0,278 0,221
2 3 - TomlinsonJ - ¢ 0,613 | 0,351 0,262
4-DAB-3& 0,671 | 0,355 0,316
5 - Tomlinson I - & 0,797 | 0,455 0,342
6 - Tomlinson J - & 0,456 | 0,263 0,193
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1.3. Visualizacio da ligacio antigénio-anticorpo por ELISA Indireta

Foi realizado um teste de reacdo cruzada por ELISA indireta, no intuito de

verificar se os anticorpos reagiam igualmente para os antigénios de ambos os sexos. Os

graficos abaixo (Figuras 24 e 25) apresentam o resultado do teste realizado com as cinco

colonias selecionadas de cada biblioteca, com maiores valores das absorvancias medidas

por espectrofotometria em comprimento de onda de 405nm. Destaca-se em amarelo o

resultado das 10 colonias selecionadas e suas respetivas bibliotecas.
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Figura 24 - Selegdo dos clones para macho, referente as bibliotecas DAB, Tomlinson 1 € Tomlinson J.
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1.4. Visualizacio da reacio ao substrato por Imunohistoquimica

Optou-se pela imunohistoquimica por ser um método facil, rapido, visivel a olho
nu, sem necessidade de um microscopio. Nesse caso, foram selecionados apenas machos
por apresentarem coloragdo branca, e ser possivel observar a reacdo ao substrato, que os
tornam escurecidos, o que ndo ¢ visualizavel nas fémeas, devido ao facto de ja possuirem
coloracdo acastanhada (pela presenca de sangue no seu interior).

Esperava-se que os parasitas contidos nos tubos Eppendorf que receberam as
coldnias (Amostras 2, 7 e 8) reagissem com uma coloragdo castanha, devido a ligagdo do
antigénio ao substrato, o que ndo seria esperado naquele que teve contato apenas com o
fago helper (Controlo 1).

Entretanto, ndo foram observadas diferencas significativas entre o grupo teste € o

controlo, pois todos os parasitas mudaram para uma coloracao castanha ao final do ensaio,

conforme pode ser observado na Figura 26.

Figura 26 - Reagdo das amostras ap6s adigdo do substrato, durante o teste de Imunohistoquimica.

O controlo 1 ndo recebeu nenhuma das bibliotecas, apenas o fago helper.
O controlo 2 recebeu os dois machos utilizados na preparagao do conjugado.
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1.5. Amplifica¢cio do ADN por PCR

Concluido o processo de transformagdo das bactérias, foi necessario confirmar a
presenca do vetor para utilizagdo no PCR, a fim de se confirmar a presenga de scFv.

Realizada a técnica de PCR, apo6s a amplificacio do ADN, as 10 amostras
selecionadas foram submetidas a correr o gel de eletroforese para visualiza¢do da reacao
do PCR. A figura 27 mostra o resultado da eletroforese em gel de agarose 1,5%, sendo

possivel observar o marcador (Hind lambda I1I) de peso molecular 564 pb, e os 10 clones.

M = Marcador Hind lambda Ill
Peso molecular 564 pb.

. 9 DABA9
@ Tomlinson | E1
Q Tomlinson J A3
Q Tomlinson J A6
Q Tomlinson J B5
. 0 DABB2
. 0 DAB B4
. ODABD1
dTomlinson | E8

pb
23130
9416
6557
4361

232
2027

Figura 27 - Amplificagdo de ADN por PCR das 10 amostras, ¢ observadas em gel de agarose a 1,5%.

As amostras 2, 7 e 8, as quais apresentam uma banda entre os 700 bp e os 900 bp,
e que estdo apontadas pelas setas em vermelho na Figura 27, foram submetidas
posteriormente ao processo de extracdo do gel de agarose e purificagio do ADN para

sequenciacdo genética.
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1.6. Sequenciacio Genética

A partir do resultado da Eletroforese, nos Clones 2, 7, e 8, 0s quais apresentaram
uma banda com tamanho mais préximo do correspondente, foi doseada a concentracdo de
acido nucleico (Quadro 6) e foram enviados para sequenciagdo genética para obtencao da

sua composic¢do nucleotidica.

Quadro 6 - Quantidade de ng/puL nas amostras enviadas para sequenciagdo genética.

Clone ng/uL
2 Q-1-El 19,0
7 d-DAB - B4 39,1
8 d—DAB - DI 28,5

A partir das sequéncias nucleotidicas obtidas e que foram fornecidas pela empresa
Eurofins Genomics, estas foram convertidas em proteinas, através de ferramenta
Translate, disponivel no site EXPASY (https://web.expasy.org/translate).

Foram pesquisadas sequéncias homologas, na base de dados do NCBI (National
Center for Biotechnology Information) no Genbank, utilizando a ferramenta online “Basic
Local Alignment Search Tool” (BLAST) (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). As
sequéncias nucleotidicas obtidas foram editadas e alinhadas no programa BioEdit.

Somente foi possivel determinar a sequéncia para o Clone 2 (Figura 28). O seu
contetido apresentou uma semelhanga de 98% com outra sequéncia disponivel na base de

dados.

Proteina
14BD09_88286938 88286938 seq 2

Cadeia Pesad: Linker Cadeia Leve
ISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKDSAT V SSGGGGSGGGGSGGGGTDIOMTOSPS
SLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIYSASDLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCQONNASPYTFGQGTKVEIKRADR

Referéncia Cadeia Pesadz Linker Cadeia Leve Histidinas Myc
MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAEV ! /TVSSGGGGSGGGGSGGGGSTDIOMTOAAAHHHH

Figura 28 - Alinhamento da sequéncia de proteina do Clone 2.
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Capitulo V — Discussao e Conclusdes
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1. Discussao de resultados

Conforme ja descrito na literatura, pesquisa de anticorpos utilizando tecnologia de
Phage Display vem apresentando resultados significativos, e tem sido empregada nao
apenas para diagnostico, como a proposta deste projeto, mas também na area de vacinas,
alternativas terapéuticas (Cheng et al., 2015; Ledsgaard et al., 2018; Ribeiro, 2015).
Dentre as vantagens, a principal se refere ao facto de ndo se recorrer a imunizag¢ao animal,
fornecendo um hibridoma em fagos em bibliotecas combinatorias (Ribeiro, 2015).

Por se tratar de um método multivalente e especifico, tornou-se um recurso que
vem despertando interesse dos investigadores. Antigénios expressos nos fagos podem ser
produzidos em larga escala, a baixo custo, porque os fagos carreadores de peptideos sdo
amplificados em bactérias, tornando seu uso atrativo (de Almeida et al., 2015).

Em suma, os beneficios sdo varios: os fagos sdo mais estdveis e podem ser
armazenados por varios anos; podem ser produzidos de forma rapida e barata apenas
infetando a E. coli; seus genes podem ser facilmente manipulados e, por ultimo, podem
ser produzidos contornando hibridomas e imuniza¢do (Ahmad et al., 2012).

Mas o Phage Display ndo ¢ restrito apenas a um antigénio. Existe uma gama de
possibilidades. Atualmente, a técnica tem sido amplamente utilizada em muitos campos,
incluindo bactérias, virus e helmintas de diversas classes (Wang et al., 2005). Isso deve-
se o facto de que a biblioteca ¢ construida por scFv, permitindo uma elevada afinidade
entre fragmento-antigénio (Ponsel et al., 2011; Ribeiro, 2015).

Uma pesquisa sobre vacina contra schistosomose desenvolveu um pipeline de
bioinformatica para investigar dados da técnica de Phage Display usando
oligonucleotideos (fragmentos curtos de uma cadeia simples de 4cido nucleico) sintéticos,
fazendo um screening dos anticorpos gerados por primatas Rhesus infetados e auto-
curados (Malvezzi, 2020). Outros estudos também indicaram que scFv seriam
potencialmente tteis para diagndstico da doenga. A construg¢ao da biblioteca poderia ser
uma importante ferramenta para triagem adicional de outros anticorpos para aplicagdes
diagnosticas, imunoterapéuticas, analise de epitopos e vacinas (Chen et al., 2004).

Com base no exposto acima, o presente estudo teve como objetivo principal a
captura de fragmentos de anticorpos para o diagnostico da schistosomose causada por S.

mansoni, recorrendo-se a técnica de Phage Display.
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1.1. Biopanning

Em geral, quando a técnica de Phage Display ¢ utilizada, ¢ necessario repetir o
processo de Biopanning algumas vezes, criando-se, normalmente, trés ciclos de sele¢ao,
usando os fagos amplificados da rodada anterior, no intuito de acumular fagos exibindo
fragmentos de anticorpos de alta afinidade (Ledsgaard et al., 2018).

As sucessivas lavagens servem para eliminar os fagos que ndo se ligaram. Os
fagos com alta afinidade permanecem ligados e sdo eluidos por meio de solugdes
adequadas. O pool de fagos especificos ¢ amplificado em E. coli, aplicados nos ciclos
seguintes de selecdo para enriquecimento e maturagao da afinidade ao alvo durantes todo
o processo (Beltrame et al., 2011). Espera-se que em cada ciclo de sele¢cdo a proporcao
de fagos exibindo um peptideo que medeia a ligagdo especifica da célula aumente
(McGuire et al., 2009). Mas pode variar a depender da natureza e qualidade do antigénio,
do método para apresentar o antigénio nas selegdes (Teixeira & Gonzalez-Pajuelo, 2018).

No presente estudo e a partir dos resultados obtidos, constatou-se uma situa¢ao
diferente da usualmente esperada, em que ndo se observaram particulas fagicas na terceira
rodada do Biopanning, nas trés bibliotecas de scFv utilizadas. Contudo, foi possivel a
obtencdo de particulas fagicas logo no primeiro ciclo de sele¢do. Isso indica que o
protocolo utilizado consegue isolar clones de interesse ja na primeira fase de sele¢do, ao
contrario de alguns métodos onde tal obtencdo ocorre apenas no ultimo ciclo.

Os resultados obtidos foram semelhantes aos observados por Ribeiro, 2015, onde
se utilizaram anticorpos recombinantes para diagndstico da Pneumocistose causada por
Pneumocystis jirovecii, recorrendo as bibliotecas Griffinl, Tomlinson I ¢ Tomlinson J,
sendo estas duas ultimas também aplicadas no presente estudo.

O facto de ndo se terem sido detetadas particulas fagicas no ultimo ciclo de sele¢ao
pode estar relacionado com as lavagens efetuadas para remover ligagdes ndo especificas.
Ou seja, durante o processo de Biopanning, ¢ possivel que algumas particulas fagicas
possam ter sido perdidas durante o processo das lavagens (Mandecki ef al., 1995).

Observou-se no processo de extracdo dos parasitas no figado dos murganhos
maior quantidade de machos do que fémeas, o que poderia se justificar pelo facto de que
os schistosomulos femininos ndo completam o desenvolvimento reprodutivo se um verme

macho ndo estiver presente (LoVerde et al., 2004).
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1.2. Visualizacio da ligacio antigénio-anticorpo por de ELISA Indireta

Concluidos os ciclos do Biopanning, as particulas fagicas adquiridas foram
utilizadas na técnica de ELISA Indireta. O principio desta técnica consiste na interagdo
antigénio-anticorpo através de reagdes enzimaticas, que serdo identificadas pela adicao
de um anti-anticorpo ligado a uma enzima, definido como conjugado. Na adi¢do do
substrato adequado para a enzima, ocorrerd uma reacao cromatica, possibilitando verificar
a ligacdo entre o antigénio e o anticorpo (Schirrmann et al., 2011).

A absorvancia foi lida espectrofotometricamente a 450 nm. Na sele¢do para
machos, na biblioteca DAB observaram-se os maiores valores de Densidade Otica, na
selecdo para fémeas, a Tomlinson J demonstrou melhores resultados, de forma a indicar
que haveria uma ligagdo especifica antigénio-anticorpo. A maioria dos anticorpos reagiu
com parasitas de ambos os sexos, o que poderia sugerir que macho e fémea partilham os
mesmos antigénios. O clone DAB A9 reagiu somente para antigénio de fémeas.

A literatura aponta que a auséncia de ligagdes especificas pode estar relacionada
com quatro razodes: (1) existéncia de sequéncias toxicas que podem destruir ligagdes
especificas entre antigénio e fago no processo de amplificagdo e purificagdo das particulas
fagicas (Hoogenboom et al., 1998); (2) contaminagdo no decorrer da manipulagdo das
bactérias (Jeong et al., 2010); (3) utilizagdo de hospedeiros heterdlogos que possuem
coddes ou expressdo regulatoria restritos, levando a ndo expressdo de fragmentos com
sequéncias nucleotidicas especificas, ndo ocorrendo ligacdo ao antigénio-alvo (Green &
Goldman, 2021; Gustafsson et al., 2004); (4) quando ¢ feita a transferéncia do vetor para
uma estirpe bacteriana, pode acontecer a ndo fusdo entre o fragmento e a proteina,
expressando fragmentos nao fundidos sem estrutura completa Lee et al., 2007).

Outra questao que merece ser discutida ¢ a escolha do bloqueante. Alguns autores,
sugerem que um dos mais adequados seria o0 PBS-T (Green & Goldman, 2021). Num
ensaio de ELISA indireta realizado por Ribeiro, 2015, no desenvolvimento da sua
investigac¢do, alguns outros bloqueantes foram testados, tais como BSA1% e Gelatinal %,
entretanto, somente o PBS-T mostrou absorvancias na leitura no espectrofotometro.
Entretanto, o PVA, utilizado no presente trabalho, teria uma capacidade de bloqueio
superior aos bloqueantes comumente utilizados, como por exemplo, leite em p6d desnatado

(Lim et al., 2013).
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1.3. Visualizacio da reacio ao substrato por Imunohistoquimica

Alguns estudos descreveram que a enzima fosfatase alcalina estd presente no
tegumento e outros tecidos dos vermes adultos de S. mansoni, e demostrou ser acessivel
ao substrato numa experiéncia de atividade na superficie dos parasitas vivos (Montoya,
2011). Essa, talvez, seja uma das enzimas mais estudadas desse helminta, inclusive, é
usada como marcador molecular para extragdo do tegumento (Rofatto, 2013).

Outro trabalho identificou na base de dados de sequéncias expressas de S. mansoni
os genes que codificam duas novas proteinas de 2-cisteina peroxirredoxina. Ressalta-se
que peroxirredoxinas fazem parte da familia de peroxidases, e desempenham importantes
funcdes antioxidantes e de sinalizagdo celular (Sayed & Williams, 2004).

Diante dessas caracteristicas do parasita, no intuito de inibir a a¢cdo da peroxidase,
optou-se por utilizar uma solu¢do de azida e perdxido de hidrogénio para tratar
previamente os parasitas, antes do inicio do ensaio de imunohistoquimica. Tal método
seguiu o protocolo de Li et al., 1987, cujo relatorio publicado sugere que as duas
substancias utilizadas em conjunto teriam uma a¢do potencializada como um inibidor
eficaz da atividade da peroxidase (Li et al., 1987). Essa estratégia foi adotada na tentativa
de impedir que as enzimas presentes na superficie do parasita reagissem com o substrato,
causando um falso resultado positivo de reagdo antigénio-anticorpo.

Apesar dos esfor¢os, o controlo, embora inicialmente ndo tenha reagido a adicao
do substrato, ap6s poucos minutos também apresentou coloracao escurecida, tal como as
demais amostras.

Portanto, seria necessario realizar um ensaio em diferentes concentragdes e
tempos de exposi¢do ao substrato. Também seria adequado inserir Acido Cloridrico
(HCL) para bloquear a reagao através da reducdo de pH, e com isso, os parasitas ndao
mudariam de cor no decorrer do tempo se ja ndo tivessem reagido desde o inicio da reagdo.

Por fim, sugere-se um teste de Imunofluorescéncia (ndo foi realizado devido ao
cronograma de execucdo do presente estudo), com conjugados fluorescentes, pois nesse

caso, ¢ esperado que a a¢do da fosfatase alcalina e da peroxidase ndo interfiram na reagao.
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1.4. Sequenciaciao Genética

A partir do resultado do gel de eletroforese, foi necessario confirmar se as bandas
selecionadas correspondiam a amplificacdo do anticorpo recombinante. Para isso, os
clones 2, 7 e 8 foram submetidos a sequenciacao genética, visando descobrir a sequéncia
de nucleotideos das moléculas do ADN alvo.

Enquanto na amostra 2 se identificou pelo menos algumas regides das cadeias
pesada e leve, bem como o /inker fazendo a ligagdo entre estas, nas amostras 7 e 8 ndo foi
possivel localizar essas estruturas.

Ressalta-se que, geralmente, sdo utilizados vetores os quais contém sequéncias de
aminoacidos adicionais (7AGs ou cauda) para favorecer a purificagdo da proteina alvo.
Variados peptideos, dominios e proteinas podem ser fundidos com a proteina de interesse.
Portanto, aponta-se como uma das vantagens na utilizagao dessas caudas a facilitagdo para
purificar e detetar a proteina de interesse. As 74 Gs mais usadas sdo: causa de poliarginina
(Arg-tag), causa de polihistidina (His-tag), Strep-tag (estreptavidina), epitopo c-myc-tag,
dentre outras (Teixeira, 2011).

A importancia da cauda de histidina estd no isolamento da proteina recombinante
por cromatografia de afinidade. Ja o epitopo c-myc possibilita detetar a proteina de fusdo
ao anticorpo anti-myc (Teixeira, 2011). O linker e as histidinas significam as
carateristicas da presenca do vetor plasmidico (Ribeiro, 2015). A myc-tag ¢ uma
ferramenta valida para identificacdo ou purificag¢do de proteina. A sua sequéncia peptidica
¢ EQKLISEEDL, correspondendo aos aminoacidos C-terminais da proteina c-myc
humana (Hilpert et al., 2001).

Infelizmente, devido a baixa qualidade dos resultados obtidos, talvez possam ter
ocorrido problemas relacionados com a purificagdo do ADN ou, até mesmo, a escolha
dos primers para a sequenciacao pode ndo ter sido a mais acertada.

Assim, hd algumas sugestdes a serem aqui registadas para trabalhos futuros:
Recomenda-se a realizagdo de um novo ensaio com novos primers, que sejam capazes de
sequenciar outras regides dos fragmentos; recomenda-se revisdo do protocolo de
purificacdo do ADN; assim como reconsiderar a escolha da Taq, pois € possivel que tenha

ocorrido viés na composicao de aminoacidos presentes na biblioteca.
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2. Conclusoes

A tecnologia de Phage Display teve como objetivo alcancar maior celeridade e
atingir eficdcia no isolamento de fragmentos de anticorpos com alta especificidade e
afinidade para o antigénio-alvo, no caso, Schistosoma mansoni, causador da
schistosomose, cuja ocorréncia engloba paises em desenvolvimento, e hd muito tempo se
tornou um importante problema de satde publica. Atualmente ¢ considerada a segunda
parasitose mais importante no mundo.

Assim, conclui-se que foi possivel obter sucesso na obten¢do de fragmentos de
anticorpos que reagiram para os dois antigénios, de machos e fémeas, de forma
semelhante, ¢ de modo geral, nio foram obtidos anticorpos que reagissem
especificadamente para cada um dos sexos individualmente, exceto um clone que reagiu
apenas para fémeas. Embora na sequenciacdo genética ndo tenha sido possivel conseguir
a sequéncia inteira do scfv, sera conveniente repetir o processo no intuito de se conseguir
confirmar a sequéncia completa da cadeia leve e da cadeia pesada dos scfv.

Com o isolamento de fragmentos, ¢ possivel contribuir para a expansdo da
utilizagdo desta tecnologia no diagnostico da schistosomose. Uma das vantagens ¢ a
agilidade no caso de reprodugdo de um teste rapido, que poderia levar a um diagndstico
mais rapido da doenga. A experiéncia conquistada no desenvolvimento do presente estudo
podera servir de base para futuros trabalhos, ainda que tenha de ser otimizada.

Para finalizar, sugere-se para futuros projetos de investiga¢ao nessa area que sejam
adotadas medidas que possam corrigir ou minimizar os vieses ocorridos. Ressalta-se,
também, que seria importante utilizar os anticorpos recombinantes selecionados
favoravelmente para os ensaios imunologicos (ELISA) para detecdo do parasita em
amostras biologicas humanas, bem como a realiza¢do de um teste de imunofluorescéncia,

o qual ndo foi empregado no presente trabalho devido ao cronograma do estudo.
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Anexo 1 - Solucdes Stock

Reagentes:

DTT 100 uM

Glicerol 80%

meio Lumia Bertani (LB - Sigma: Triptona 10g/L, Extrato de Levedura 5g/L, NaCl 10g/L)

MgChL25M

NaCl5 M

NaO,CCH3;3 M

PEG/NaCl (16.7%/3.3 M)

Inibidor de Protease:
PMSF 200 uM

Antibioticos:
ampicilina (100 mg/mL)

tetraciclina (20 mg/mL)

canamicina (100 mg/mL)
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Anexo 2 - Soluc¢oes de Trabalho

Tampao para conservagio:
PBS 1x

Glicerol 20%

PMSF 10 uM

Tampao preé-eluicio:
NaCl 500 mM
NaO>CCHs 100 mM
pH=5

Extrato para cultura:
E. coli - estirpes TOP10F
meio LB

tetraciclina (20 pg/mL)

Solu¢io para adicdo do fago helper MK13:

meio LB

ampicilina (100 pg/mL)
tetraciclina (20 pg/mL)
MgCl, 5SmM

10 pL do fago helper MK 13
canamicina (100 pg/mL)

Tampao para concentracio dos fagos:

PEG/NaCl
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Tampao para cultura em meio solido:
meio LB

Glicerol 20%

ampicilina (100 pg/mL)

tetraciclina (20 pg/mL)

Tampao de preparacgio do antigénio para ELISA Indireta:
PBS 1x

Glicerol 20%

DTT 10 uM

PMSF 10 uM

Solucio de filtragao:
meio LB

5mM de MgCl»
ampicilina (100 pg/mL)
tetraciclina (20 pg/mL)

Solu¢des Miniprep:

Solugao I

*50mM glucose

*25mM Tris.HCI (pH 8,0)
*10mM EDTA (pH 8,0)

Solugao II
*200 mM NaOH
*1% (p/v) SDS

Solugao III
*3.0 M KAc (pH 5.5)



Anexo 3 - Leitura do resultado do teste de ELISA indireta

O quadro 7 descreve o resultado do teste de ELISA indireta realizado com as cinco

colonias selecionadas de cada biblioteca, com maiores valores das absorvancias medidas

por espectrofotometria em comprimento de onda de 405nm. O quadro 8 traduz a qual

biblioteca pertencem as respetivas colonias:

Quadro 7 - Colonias selecionadas a partir do Teste de ELISA Indireta.

Seleg¢ao para macho

0,0936 | 0,2146| 0,2379

0,1228 | 0,1507| 0,1388

Selegao para fémea

0,097 | 0,1059 | 0,0953

0,2074 | 0,2562 | 0,1741

0,1474 0,24| 0,2725

0,139 0,2231 | 0,2299

0,1246| 0,217 0,2262

0,248 | 0,2579| 0,256

0,1451 | 0,2501 | 0,2261

0,1376] 0,1779] 0,1959

0,1034 | 0,1103| 0,272

0,1711| 0,293| 0,317

0,1277] 0,1819] 0,2123

0,1176| 0,1829 | 0,165

0,1398| 0,254| 0,256

0,1408 | 0,2423 | 0,2682

0,127 0,2225| 0,2276

0,1364| 0,198| 0,207

0,0893| 0,1292 | 0,1668

0,1515] 0,2715| 0,2961

0,1349| 0,172| 0,2006

0,1216 | 0,2395) 0,2223

0,1257| 0,2511| 0,1765

0,1319] 0,2778 | 0,325

0,1306 | 0,1705| 0,1807

0,1132| 0,2131] 0,1665

0,2183 | 0,2311| 0,2432

0,1592 | 0,2528 | 0,2622

0,1301] 0,2044| 0,195

0,1456 | 0,2125] 0,2113

0,1108| 0,1132| 0,1109

0,1241| 0,1694 | 0,2027

zero fémea macho

zero fémea macho

zero fémea macho

zero fémea macho

Quadro 8 - Destaque em amarelo das 10 coldnias selecionadas e suas respectivas bibliotecas.

Seleg¢ao para macho

Selegao para fémea

Controlo - 8.4 1D8 Controlo + 23. 2 1D3
1. & DAB B2 9.4 1 E8 16. 2 DAB A5 24. 2 1D4
2. 4 DAB B4 10. 8 1 G8 17. 2 DAB A9 25. Q 1 E1
3.4 DAB B5 11. 4 J A2 18. 2 DAB B1 26. 2 J A3
4. & DAB D1 12.8 JA4 19. 2 DAB B5 27. 2 J A6
5. 4 DAB D3 13. 4 J B1 20. 2 DAB B7 28.2JB5
6.5 1A2 14. 4 J B3 21. 21 A4 29.2JB6
7.5 1B8 15. 4 J B4 22.21C3 30. 2 JD5
| Zero | fémea | macho | zero | fémea | macho | zero ‘ fémea ‘ macho | zero ‘ fémea ‘ macho
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Anexo 4 - Resultado da sequenciacio genética (ADN)

14BD09_88286938_88286938 seq 2
ATGCGGTCCGCCCGTTTGATTTCCACCTTGGTCCCTTGGCCGAACGTATAAGGACTAGC
ATTATTCTGTTGACAGTAGTAAGTTGCAAAATCTTCAGGTTGCAGACTGCTGATGGTGA
GAGTGAAATCTGTCCCAGATCCACTGCCACTGAACCTTGATGGGACCCCACTTTGCAAA
TCGGATGCAGAATAGATCAGGAGCTTAGGGGCTTTCCCTGGTTTCTGCTGATACCAATT
TAAATAGCTGCTAATGCTCTGACTTGCCCGGCAAGTGATGGTGACTCTGTCTCCTACAG
ATGCAGACAGGGAGGATGGAGACTGGGTCATCTGGATGTCCGTCGACCCGCCACCGCCG
CTGCCACCTCCGCCTGAACCGCCTCCACCGCTCGAGACGGTGACCAGGGTTCCCTGGCC
CCAGTAGTCAAAAGTAGCACTATCTTTCGCACAGTAATATACGGCCGTGTCCTCGGLCTC
TCAGGCTGTTCATTTGCAGATACAGCGTGTTCTTGGAATTGTCTCTGGAGATGG

14BD10 88287218 88287218  seq 7
CGTACTATGTGCTACCGCTAGGGATCAGAATGGTTGATACCCACTCTAGACCCTTCCCT
GGAGCCTGGCGGACCCA

14BD11_88287225 88287225  seq 8
TATACAGCGTGTTCTTGGAATTGTCACGGGAGATGGTGAACCTGCCCTTCACGGAGTCT
GCGTAGTATGTGCTACCGCTAGGGATCAGAATGGTTGATACCCACTCTAGACCCTTCCC
TGGAGCCTGGCGGACCCAGGCCATAGCGTCATCGTTAACCGTAAATCCGGAGGCTGCAC
AGGAGAGACGCAGGGACCCCCCAGGCTGTACCAAGCCTCCCCCAGACTCCAACAGCTGC
ACCTGGGCCATGGCCGGCTGGCCCGCA
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Anexo 5 - Resultado da sequenciacio genética - Traducido de ADN para Proteina

14BD09_88286938_88286938 seq 2
ISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKDSATEDYWGQGTLVIVSSGGGGSGGGGSGG
GGSTDIQOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQOKPGKAPKLLIYSASDLQ
SGVPSRESGSGSGTDEFTLTISSLOPEDFATYYCQONNASPYTEGOQGTKVEIKRADR

14BD10 88287218 88287218  seq 7
YYVLPLGIRMVDTHSRPEFPGAWRT

14BD11_88287225 88287225  seq 8
AGQPAMAQVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGEFTVNDDAMAWVRQAPGKGLEWVSTIL
IPSGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLY

73



Anexo 6 - Mapa e sequéncia do Vetor pIT2 (Bibliotecas Tomlinson)

Xhol  Notl
Sfil/Ncol | Sall
amber
> [ T
4 Ll/
lac RBS pelB linker myc glll
promoter leader tag

pIT2

RBS
CAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCTTGCATGCAAATTCTATTTCAAGGAGACAGTCATA ATG AAA TAC CTA
________________ - M K Y L

LMB3
Sfil Ncol

TTG CCT ACG GCA GCC GCT GGA TTG TTA TTA CTC GCG _GCC CAG COG GCC ATG GCC GAG GTG TTT
L P T A A A €6 L L L L A A © P A M A E V F

¥XhoI linker
GAC TAC TGG GGC CAG CGGA ACC CTG GTC ACC GTC _TCG AGC GGT GGA GGC GGT TCA GGC GGA GGT
D Y W G Q G T L v T v S s G G G G s G (e} G

Sall NotI HIS-tag
GGC AGC GGC GGT GGC GGG _TCOG ACG GAC ATC CAG ATG ACC CAG GOG GCC GCA CAT CAT CAT CAC
G s G G G G s T D I Q M T Q A A A H H H H

link seq new

myc-tag
CAT CAC GGG GCC GCA GAA CAA AAA CTC ATC TCA GAA GAG GAT CTG AAT GGG GCC GCA TAG ACT
H H G A A E Q K L I S E E D L N G A A * T

Figura 29 - Anexo — Mapa e Sequéncia do Vetor pIT2 (Bibliotecas Tomlinson).

pelB leader = Sinal de sequéncia peptidica de pectato-liase bacteriana que medeia a secre¢do para o espago
periplasmico;

VH = Cadeia pesada;

VL= Cadeia leve;

His = Histidina-tag;

Myc = myc-tag;

Ambar = Ambar cédon de parada;

N1, N2, C-term = Por¢des do N- e C-terminal da proteina pIIl do fago capside;

LMB3 e pHENSeq = Iniciadores usados para a sequenciacdo do dominio VH e VL, CAG GAA ACA GCT ATG
AC e CTA TGC GGC CCC ATT CA, respetivamente.
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