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Nematoides entomopatogénicos: as duas

faces de uma simbiose

Entomopathogenic nematodes: two sides of a symbiosis

Daniela Peres Almenara'’?, Maira Rodrigues de Camargo Neves', Fernando Luiz

Kamitani' e Carlos E. Winter'
Departamento de Parasitologia, Instituto de Ciéncias Biomédicas, USP

Resumo. Nematdides entomopatogénicos sdo aqueles capazes de matar insetos. Essa
propriedade inseticida é decorrente de um tipo bastante peculiar de simbiose estabelecida
entre o verme e uma bactéria, sendo este Ultimo organismo o responsavel pela morte do inseto
em si. Além de oferecer dados interessantes para a compreensao biolégica dos mecanismos
envolvidos na manutencao de uma simbiose, os nematdides entomopatogénicos representam
uma ferramenta potencial para controle de insetos-pragas da agricultura e até mesmo de
aracnideos, como carrapatos. Adicionalmente, o estudo de bactérias entomopatogénicas vem
permitindo a identificacdo de diferentes compostos bioativos de origem microbiana.
Palavras-chave. Entomopatogénico; nematdide; simbiose; Photorhabdus; Heterorhabditis.

Abstract. Entomopathogenic nematodes are those capable of killing insects. This inseticide
property is due to a rather peculiar kind of symbiosis established between the worm and bacteria,
the latter being the main responsible for the death of the insect. Besides offering interesting
data to understand the biological mechanisms involved in symbiosis, the entomopathogenic
nematodes represent a potential tool to control insect pests in agriculture and even arachnids
like ticks. Additionally, the study of entomopathogenic bacteria is leading to the identification of
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different bioactive compounds of microbial origin.

Keywords. Entomopathogenic; nematode; simbiose; Photorhabdus; Heterorhabditis

Nematoides Entomopatogénicos (NEPs)

Tradicionalmente, organismos parasitas sio definidos
como aqueles que vivem em associagdo com outro orga-
nismo (hospedeiro) do qual retiram meios para sua so-
brevivéncia e reprodugio, normalmente causando danos a
saude da espécie parasitada. E esta a defini¢io encontrada,
por exemplo, nos livros didaticos e nos dicionarios. Para-
sitar, portanto, seria a simbiose (associagdo bioldgica) na
qual um organismo vive junto de outro para tirar proveito,
explorar. Por essa razdo o termo é empregado nio somen-
te em Biologia, mas também pejorativamente, na lingua
portuguesa, para classificar as pessoas que nio trabalham
e vivem as custas de outras.

Uma idéia bastante difundida é a de que um parasita
eficiente seria aquele que causa pouco dano ao hospedei-
ro, numa forma de “preservar” seu ambiente de vida pelo
maximo de tempo possivel (Ebert & Herre, 1996). No en-
tanto, estudos mais recentes questionam essa afirmacéo ao
demonstrar uma crescente complexidade dentro deste ha-
bito de vida (ver a excelente discussdo de Maynard-Smith,
1998). Uma questdo fundamental no estudo da interagdo
parasita-hospedeiro é a reconstrugio da histéria deste tipo
de associacao ou, em termos mais bioldgicos, desta sim-
biose. E importante reunir dados na tentativa de definir

se os parasitas e seus hospedeiros estio coevoluindo, ou
seja, sofrendo alteragdes selecionadas em ambos os orga-
nismos durante toda a sua histéria evolutiva (a mudanca
de um acarreta mudancgas no outro, e vice-versa) ou, al-
ternativamente, se as caracteristicas observadas hoje sdo
frutos de uma mudanga exclusiva em uma das espécies,
promovida por uma pressdo seletiva decorrente da proé-
pria simbiose ou de outro fator ambiental. Neste segundo
cenario, a evoluc¢do das espécies pode até estar relacionada
de forma que as espécies se encontrem coadaptadas, mas
ndo esta atrelada a mecanismos de coevolugdo. Nem sem-
pre espécies coadaptadas coevoluiram, pois poderiam es-
tar evoluindo independentemente e s6 depois estabelecer
a simbiose, como discutido por Ridley (2006).

Uma simbiose bastante distinta diz respeito ao habi-
to de vida e reprodu¢io dos chamados nematoides ento-
mopatogénicos (NEPs), pertencentes a dois géneros dife-
rentes, Heterorhabditis e Steinernema. O termo entomopa-
togénico pode ser definido como capacidade de matar ou
causar patogenia em insetos e é aplicado amplamente em
biologia para os organismos que liberam toxinas e outras
substincias com atividade inseticida. Entre as espécies en-
tomopatogénicas mais estudadas encontram-se os fungos
que secretam substincias ativas contra diferentes ordens
de inseto e alguns aracnideos (Ortiz-Urquiza e cols., 2010;
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Campos e cols., 2010; Toledo e cols., 2010). Embora os
fungos sejam mais estudados e aplicados como fonte na-
tural de inseticidas, Nematoides Entomopatogénicos sio
os que melhor mostram a complexidade deste habito de
vida. Estes nematoides apresentam, durante seu ciclo de
vida (Figura 1), uma forma larval de resisténcia conhecida
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Figura 1. Ciclo de vida de nematoides do género Heterorhabditis

como Juvenil Infectante (JI), encontrada livre no solo. Este
JI possui duas cuticulas superpostas e seus orificios natu-
rais (boca e 4nus) encontram-se fechados, de forma a evi-
tar desseca¢do e conferir maior tempo de sobrevivéncia.
Dentro de seu tubo digestivo, os JIs carregam uma mono-
cultura de bactérias (Figura 2A). Estas bactérias perten-
cem a uma Unica espécie (uma para cada espécie de ne-
matoide) e permanecem com crescimento e metabolismo
controlado dentro do intestino do JI, até que este encontre
um inseto para infectar. Os JIs infectam este inseto adulto
ou larva, penetrando em orificios como boca, anus ou es-
piraculos ou ainda perfurando regides menos resistentes
do exoesqueleto. Algumas espécies de NEPs possuem um
dente corneo na regido anterior do corpo que facilita a pe-
netragdo (Figura 2B) Uma vez no hemoceloma (principal
cavidade do corpo do inseto), os JIs liberam as bactérias
neles contidas, iniciando uma infec¢io. Essas bactérias ra-
pidamente matam o inseto (normalmente entre 24 e 48
horas -Ciche & Ensign, 2003). As bactérias sdo, de fato,
as responsaveis pela morte do inseto: quando inoculadas
artificialmente, sdo necessarias menos de 10 células para
atingir a dose letal para 50% dos insetos (LD, < 10)(Mils-
tead, 1979). Além disso, nematoides livres de suas bac-
térias simbiontes sdo muitissimas vezes menos eficientes
para ocasionar a morte do seu hospedeiro (Han e Ehlers,
2000).

Assim que sdo liberadas no inseto, as bactérias colo-
nizam seus tecidos mas mantém o tubo digestivo dos mes-
mos intacto, de modo a evitar a contaminagdo por outras
bactérias ali presentes. Esses nematoides alimentam-se
dos nutrientes liberados na digestdo dos tecidos do inseto
e também das proprias bactérias que proliferam no cadé-
ver do inseto. De maneira semelhante ao que ocorre com
fungos entomopatogénicos, os nematoides e suas bacté-
rias sdo capazes de infectar diferentes ordens de insetos.
Em condi¢des de laboratorio esses nematoides sdo capazes

de infectar artrépodes de outras ordens, como carrapatos
(Monteiro e cols., 2010).

Heterorhabditis e Photorhabdus

Heterorhabditis é o género de nematoides entomopato-
génicos mais frequentemente encontrado no Hemisfério
Sul. Este género ¢ o unico da familia Heterorhabditidae.
Sdo nematoides da ordem Rhabditida, a mesma que inclui
o organismo-modelo Caenorhabditis elegans, primeiro
animal a ter seu genoma sequenciado (TCESC, 1998).

O ciclo de vida de espécies de Heterorhabditis ocorre
dentro do cadaver do inseto infectado. Apds a entrada no
inseto, o JI se desenvolve em uma fémea hermafrodita, ca-
paz de se autofertilizar. Esta fémea retém os ovos no inte-
rior de seu corpo até que eles eclodam e as larvas rompam
os tecidos e a cuticula da mae, matando-a, um fenémeno
conhecido como Endotoquia Matricida. Livres no interior
do cadaver do inseto, os juvenis de segunda geracdo, re-
cém-liberados se alimentam e se desenvolvem em fémeas
e machos. Estes adultos se reproduzem e esse ciclo envol-
vendo fémeas e machos se repete até que se esgotem os
nutrientes do inseto infectado (Poinar Jr, 1990). Quando
isso ocorre, juvenis do estadio 1 (J1), sem recursos para a
reprodugdo de novas geracdes, passam por um estadio J2
modificado que levard esses individuos a um estadio equi-
valente ao J3, o estddio JI. Os nematoides desse estadio
retém sempre um indculo de bactéria em seu intestino, e
sdo liberados para o meio externo, onde permanecem até
nova infecgéo.

Trabalhos recentes com Heterorhabditis indicam que
a transmissdo de bactérias para as formas juvenis ocor-
re a partir das bactérias do intestino das fémeas herma-
froditas. As bactérias atravessam as células intestinais do
corpo da fémea e ficam disponiveis para os juvenis recém-
-eclodidos. Desse modo, pode-se dizer que o fenémeno
da endotoquia matricida é responsavel por garantir que
somente as bactérias simbiontes sejam tranferidas para a
prole (Ciche e cols, 2008). Nas geragoes seguintes, a proli-
feracdo exclusiva da bactéria simbionte é controlada pela
secre¢do de toxinas e metabolitos secunddrios.

As bactérias simbiontes de Heterorhabditis perten-
cem ao género Photorhabdus. E um género que compre-
ende bactérias mdveis, gram negativas, geralmente biolu-
minescentes, pertencentes a familia Enterobacteriaceae,
subdivisdo y das Proteobacteria (Fischer-Le Saux e cols.,
1999). Esta familia de bactérias engloba uma série de es-
pécies de importancia médica e veterindria, incluindo os

bactérias
50 pm

Figura 1. Fotomicrografia de contraste de interferéncia (Nomar-
ski) de Juvenis Infectantes de Heterorhabditis indica (LPP1). (A)
Photorhabdus sp. retida no interior do intestino. (B) Regido an-
terior com destaque para o dente cérneo.
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patégenos humanos Escherichia coli, Salmonella spp. e
Yersinia spp. O género Photorhabdus é o tinico que pos-
sui espécies bioluminescentes terrestres, embora esta ca-
racteristica ndo seja obrigatoria. Espécies de Photorhab-
dus podem ser mantidas em laboratdrio, dissociadas do
nematoide entomopatogénico. Quando estas bactérias
entram na fase estaciondria da sua curva de crescimento,
elas secretam ativamente diversos produtos para o meio
de cultura, incluindo lipases, fosfolipases, proteases e an-
tibidticos (Forst e cols, 1997). Estes produtos sdo, prova-
velmente, os mesmos secretados na hemolinfa dos insetos.

Na natureza, as estratégias utilizadas pelos JIs para
infectar insetos nao sdo padronizadas. JIs de Heterorha-
bditis apresentam comportamento do tipo “cruiser”, pois
vagam pela agua intersticial do solo até encontrar um in-
seto. Ja em JIs de espécies do género Steneirnema é comum
o comportamento de emboscada, quando o JI se posicio-
na de forma a interceptar um inseto que se movimente
proximo. Ja no laboratério, a maioria dos estudos envol-
vendo Heterorhabditis e Photorhabdus utilizam o lepiddp-
tero (ordem que inclui borboletas e mariposas) Galleria
mellonella como inseto a ser infectado. A dose que mata
50% das larvas de Galleria (DL, ) é de cinco unidades for-
madoras de colonias de Photorhabdus (5 UFC). Ha uma
forte correlagdo entre a taxa de crescimento bacteriano e
o tempo decorrido para a morte das larvas de lepiddpte-
ros (Clarke, 2008). Estes dados sugerem fortemente que
os produtos do metabolismo bacteriano liberados no in-
seto tém o papel de matar e digerir os tecidos dos insetos,
além de prevenir a infecgdo por fungos e outras bactérias
oportunistas.

Heterorhabditis bacteriophora e sua bactéria sim-
bionte Photorhabdus luminescens sio as espécies entomo-
patogénicas mais estudadas. No Brasil, algumas linhagens
de nematoides entomopatogénicos de duas outras espé-
cies, Heterorhabditis baujardi e Heterorhabditis indica
(Dolinski e cols., 2008), ja foram isoladas e sdo mantidas
em laboratdrio, juntamente com as linhagens de bactérias
simbiontes correspondentes. Esses isolados foram obtidos
a partir de JI's presentes em amostras de solo da cidade de
Monte Negro, no estado de Rondonia

Nematoides entomopatogénicos e controle
biolégico

A propriedade dos nematoides entomopatogénicos de
infectar diferentes ordens de insetos despertou grande
interesse da comunidade cientifica para uma possivel
aplicagdo no controle biolégico de pragas, principalmente
aquelas cujo estagio larval ocorre no solo.

De fato, em paises do hemisfério norte, a utilizagdo
de nematoides entomopatogénicos para controle de pra-
gas agricolas remonta ao final do século XIX (Ehler, 1990).
Atualmente, existem empresas especializadas na produgédo
em massa de NEPs e de formulag¢des prontas para a aplica-
¢do. Um dos estudos mais recentes envolvendo a aplica¢ao
de NEPs no campo diz respeito ao controle de uma larva
de mariposa que ataca culturas de améndoas. A espécie de
nematoide empregada é Steinernema carpocapsae, abun-
dante na América do Norte e a eficiéncia obtida foi bas-

tante significativa, atingindo até 78% de morte para larvas
e pupas (Chambers e cols., 2010). Também recentemente,
verificou-se sucesso no emprego de NEPs para o contro-
le de um besouro praga de palmeiras (Dembilio e cols.,
2010) e outro que ataca culturas de cerejas e magas (Pere-
ault e cols., 2009). Fatores como a redugdo do emprego de
pesticidas sdo importantes argumentos a favor do empre-
go de NEPs em controle bioldgico. No entanto, o alto cus-
to de produgio e aplicagdo restringe esse uso a culturas de
alto valor comercial como algumas frutas (Gaugler, 2002).

Embora a utilizagao de NEPs tenha baixo potencial
de impacto ecoldgico quando comparado, por exemplo, a
inseticidas quimicos, é de fundamental importéncia que
a espécie de nematoide utilizada seja compativel com a
cadeia ecoldgica presente no solo, evitando riscos de dese-
quilibrio na flora natural do ambiente. Além disso, todos
0s possiveis impactos negativos encontram-se limitados a
area tratada, uma vez que a mobilidade dos JIs é baixa e a
continuidade do ciclo reprodutivo depende da presenca
do inseto. Diante dessas considerac¢des, a identificacio e
caracterizagdo de espécies nativas sdo de grande impor-
tancia para o emprego de NEPs em controle biolédgico.

A primeira descri¢cdo de uma espécie entomopatogé-
nica brasileira foi feita por Pereira em 1937 e, até recente-
mente, esta era a Unica espécie descrita. Em 2006, Andalé
e colaboradores descreveram Heterorhabditis amazonen-
sis, e em 2008, Dolinski e colaboradores identificaram os
isolados de H. baujardi e H. indica, todos eles na regido
Amazoénica. Este trabalho despertou a atengido para o uso
de NEPs para controle bioldgico em territdrio nacional.

No Brasil, uma das iniciativas de sucesso foi o em-
prego de juvenis infectantes de H. indica no controle da
lagarta-do-cartucho (Spodoptera frugiperda), uma praga
de milho (Garcia e cols., 2008). Anélises conduzidas no
campo mostram que esta espécie de NEP encontrada no
Brasil produz resultados semelhantes aqueles decorren-
tes do controle utilizando Steinernema, embora no caso
de Heterorhabditis as quantidades de JIs aplicadas sejam
maiores. Também ja foram conduzidos experimentos com
Heterorhabditis spp. para o controle do “bicho da goiaba”
(Conotrachelus psidii), uma larva de besouro responsavel
por grande prejuizo econdémico na produgio dessa fruta
(Dolinski e cols, 2006).

Para fins de aplicagdo, os NEPs podem ser produzi-
dos em grandes quantidades tanto in vivo quanto in vitro.
No caso das infeccbes in vivo, o inseto mais utilizado é
Galleria mellonella, que apresenta um rendimento de 0,5
x 10° - 4 x 10° JIs por larva infectada, dependendo da es-
pécie de nematoide (Grewal e cols., 2001). Existem dife-
rentes técnicas para cultivo in vitro, muitas delas ainda em
fase de aperfeicoamento. A cultura em meio sélido, pro-
posta por Bedding em 1984 permite rendimento em torno
de 10° JIs por grama de meio, enquanto as técnicas empre-
gando meio liquido e fermentadores podem resultar em
aproximadamente 500 JIs /ml (Islaz-Lopez e cols., 2005).
Formulagées contendo NEPs podem ser aplicadas com os
pulverizadores tradicionais, utilizados na aplicagdo roti-
neira de defensivos agricolas.
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Photorhabdus e compostos bioativos

Estudos com diferentes sistemas de intera¢do bactéria-
-hospedeiro levaram a descrigao de diversos mecanismos
e vias responsaveis pela manuten¢ao dessa relagdo e a des-
coberta de varias moléculas envolvidas em patogenicida-
de, viruléncia e controle da resposta imune do inseto. O
género de bactéria entomopatogénica Photorhabdus esta
se destacando como modelo para estudos de relagdes bac-
téria-hospedeiro (Clarke, 2008).

O genoma de Photorhabdus luminescens da linha-
gem TTO1 (aproximadamente 5,6 x 10 pares de bases) ja
foi completamente sequenciado. Ele contem 4389 genes
para proteinas, que codificam um nimero muito grande
de toxinas, maior que o de outras bactérias patogénicas
descritas. Muitas destas toxinas sdo secretadas, responsa-
veis provavelmente pela morte do inseto parasitado (Du-
chaud e cols., 2003). Também, gragas a anélise do genoma,
foi detectada a presenca de 22 Joci genéticos que contém
genes codificadores para policetideo sintases (PKSs), pep-
tideo sintases ndo-ribossdémicas (NRPSs) e quimeras des-
sas duas enzimas, que, em outras bactérias, ja foram carac-
terizadas como componentes de vias de sintese moléculas
com atividade antibiética (McDaniel e cols., 1999; Fisch-
bach e Walsh, 2006). No total, 6% do genoma parecem es-
tar envolvidos na biossintese de pequenas moléculas bio-
ativas, derivadas do metabolismo dessas enzimas. Esses
dados sdo bastante significativos; o género Streptomyces,
uma fonte classica de moléculas antibidticas, por exemplo,
tem apenas 3% do genoma relacionado a sintese desse tipo
de metabolito. (Clarke, 2008). Muitos produtos bioativos
explorados comercialmente sdo derivados da atividade de
enzimas do tipo PKS ou NRPS (Bumpus e Kelleher, 2008).
Também ja foram realizados os sequenciamentos dos ge-
nomas de P. asymbiotica (Wilkinson e cols, 2009) e P. tem-
perata, estando os ultimos resultados em fase de finaliza-
¢do e andlise. Pasymbiotica é a iinica espécie desse género
de bactérias associada a casos de infec¢des oportunistas
em humanos (Gerrard e cols., 2006).

As primeiras toxinas de Photorhabdus caracteriza-
das (toxinas Tc e Mcf) sdo exemplos de proteinas envolvi-
das no controle da resposta imunoldgica do inseto infecta-
do, através da indu¢io de apoptose nas células do sistema
imune. Essa propriedade téxica também foi verificada em
células de mamiferos (Waterfield e cols., 2001; Daborn e
cols., 2002; Au e cols., 2004; Dowling e cols., 2004, Wa-
terfield e cols., 2005). Os trabalhos de Brugirard-Ricaud
e cols. (2004a, 2004b) caracterizaram a proteina efetora
LopT, capaz de impedir processos fagociticos fundamen-
tais para o estabelecimento de uma resposta imunolégi-
ca completa por parte do inseto hospedeiro. Além disso,
bactérias do género Photorhabdus produzem compostos
que inibem a enzima fosfolipase A2 do inseto infectado.
Esta enzima estd envolvida na biossintese de eicosandides
reguladores da resposta imunoldgica celular (Kim e cols.,
2005; Stanley, 2006).

Dentre os metabolitos secundarios previstos nas
andlises genomicas, apenas 3 foram caracterizados até
o momento. Primeiramente, Derzelle e colaboradores
(2002) identificaram e caracterizaram um grupo de genes

envolvidos na biossintese de um antibiético b-lactamico
do grupo dos carbapenenos (carbapenens), comumente
empregados contra bacilos gram-negativos, cocos gram-
-positivos e microorganismos anaerdbios (Bradley e cols.,
1999).

Também foi demonstrada a biossintese de um pig-
mento do tipo antraquinona (Brachmann e cols., 2007). E
o primeiro exemplo de biossintese de antraquinonas por
bactérias gram-negativas. Afun¢do desse pigmento em P
luminescens ainda ndo é conhecida, mas sabe-se que a mo-
lécula apresenta uma atividade antibiética fraca.

O terceiro locus analisado esta relacionado & bios-
sintese de estilbenos e encontra-se presente em diversas
linhagens diferentes de Photorhabdus (Joyce e cols., 2008).
Estilbenos sao moléculas sintetizadas normalmente por
plantas, com efeitos bioldgicos variados, tais como: anti-
bidticos (Willians e cols., 2005), antiinflamatorios (Kim e
cols., 2008), antitumorais (Surh, 2003; Cao e cols., 2008), e
neuroprotetores (Orhan e cols., 2008). Entre os estilbenos
mais conhecidos estd o resveratrol, encontrado na casca
da uva. Esta molécula apresenta efeitos bastante benéficos
para a saude humana e sua possivel biossintese por bac-
térias representaria um importante resultado dos pontos
de vista biotecnolodgico e farmacéutico (Katsuyama e cols.,
2008). A atividade nematicida de estilbenos ja foi demons-
trada. O trabalho de Hu e colaboradores (1999) descreveu
a purificagdo, a partir de culturas de Photorhabdus lumi-
nescens, do 3,5-dihidroxi-4-isopropil-estilbeno e mostrou
sua atividade contra nematoides de diferentes espécies,
incluindo a espécie modelo Caenorhabditis elegans. Ou-
tros estilbenos ja se mostraram ativos contra o nematoide
Bursaphelenchus xylophilus, causador de patologia para
espécies de arvores do género Pinus e relacionado a im-
portantes perdas econdmicas para a industria de madeira
de reflorestamento (Kohno e cols., 2007). Também ja foi
identificada, em P. luminescens TT01, uma via relaciona-
da a biossintese de um estilbeno com atividade antibidtica
(Willians e cols., 2005).

A caracterizagdo de metabdlitos secunddrios na li-
nhagem MN7, isolada no Brasil, ainda estd em fase de re-
alizagdo. Purificagdes preliminares indicam a presenca de
um estilbeno, cuja atividade bioldgica esta sendo testada
pelo nosso grupo, no laboratério de Biologia Molecular
de Nematoides (http://www.icb.usp.br/~cewinter/) em
colabora¢io com o Laboratério de Quimica de Produtos
Naturais (http://www2.iq.usp.br/docente/majokato/)
do Instituto de Quimica, ambos da Universidade de Sao
Paulo.

Como mostramos nesta revisao, os nematoides en-
tomopatogénicos que inicialmente foram utilizados para
controle de pragas, tornaram-se modelos biologicos bas-
tante interessantes. O estudo aprofundado desta simbiose
particular permitiu desvendar mecanismos que vao da
imunologia de invertebrados a fisiologia de bactérias e in-
teragdo patdgeno-hospedeiro (Eleftherianos e cols., 2010).
Os desdobramentos dos resultados resumidos nesta curta
revisdo permitem prever a utilizagdo futura dos nematoi-
des entomopatogénicos como modelos para estudos em
outros campos do conhecimento bioldgico.
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Resumo. Sete espécies de Eimeria spp. causam a coccidiose aviaria, doenca entérica responsavel
por grandes perdas econdmicas e que é controlada pelo uso de drogas anticoccidianas e/
ou vacinas vivas. Com o intuito de fazer uma breve revisdo sobre estes parasitas, este artigo
aborda aspectos gerais da biologia, do genoma, transcriptoma e proteoma de Eimeria spp. que

acometem a galinha doméstica.
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Abstract. Seven species of Eimeria spp. cause avian coccidiosis, an enteric disease responsible
for high economic losses which is controlled by anticoccidial drugs and/or live vaccines. With
the purpose to set up a brief review on these parasites, general aspects of the biology, genome,
transcriptome and proteome of Eimeria spp. of domestic fowl were discussed in this article.
Keywords. Coccidiosis, Eimeria spp., gene expression, expressed sequence tags (ESTs).

Eimeria spp. e a coccidiose avidria

Parasitas do género Eimeria sido protozodrios pertencentes
ao Filo Apicomplexa, o qual compreende diversas espé-
cies de grande importincia médica e veterindria, como
os géneros Plasmodium, Toxoplasma, Cryptosporidium,
Cyclospora e Neospora (Roos, 2005; Striepen e col., 2002).
Os parasitas do género Eimeria podem ser encontrados
em diversos hospedeiros, incluindo invertebrados e verte-
brados, como aves e mamiferos.

Em galinha doméstica, a Eimeria é responsavel pela
coccidiose avidria, doenca de distribuicdo mundial que
acomete principalmente frangos de corte e matrizes repro-
dutoras (Williams, 1998). Esta parasitose pode ser causada
por sete espécies de Eimeria: E. acervulina, E. maxima, E.
tenella, E. necatrix, E. brunetti, E. praecox e E. mitis (Allen
e Fetterer, 2002; Fernando, 1990).

Apesar da grande variedade de drogas anticoccidia-
nas e vacinas utilizadas para a prevengdo (Chapman e col.,
2002; McDonald e Shirley, 2009; Williams, 2002a; Willia-
ms, 2002b), a coccidiose ainda causa grande prejuizo a in-
dustria avicola (Allen e Fetterer, 2002). Calcula-se que os
gastos mundiais com o controle desta doenga variem de
800 milhdes (Allen e Fetterer, 2002) a 3 bilhdes de ddlares
por ano (Shirley e col., 2004a).

Devido ao aumento da resisténcia parasitaria, das
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crescentes restricdes legais ao uso de aditivos em ra-
¢Oes animais e ao custo elevado das vacinas vivas, sdo
crescentes os estudos para a produc¢do de novas vacinas
(Allen e Fetterer, 2002; Brake, 2002; Chapman e col., 2002;
Williams, 2002a; Williams, 2002b), bem como de novas
estratégias para o controle desta doenca (Jenkins, 2001).

Biologia e ciclo de vida do parasita

Os parasitas do género Eimeria apresentam um ciclo
de vida monoxénico (isto é, com um unico hospedeiro)
que se inicia quando um hospedeiro susceptivel ingere
um oocisto esporulado (Current e col., 1990; McDougald
e Reid, 1995) (Figura 1). O oocisto, ao ser ingerido (1) é
rompido na moela por trituragdo mecanica, liberando os
esporocistos (2). No intestino, devido a agdo de sais bi-
liares e tripsina, os esporozoitos saem ativamente do es-
porocisto e penetram nas células epiteliais intestinais (3).
Nesta etapa ha varios ciclos intestinais endégenos nos
quais os parasitas se multiplicam por fissdo multipla (me-
rogonia ou esquizogonia) resultando na formagio de es-
quizontes, os quais contém centenas de merozoitos (4, 5
e 6). Em seguida, ha a fase sexuada do ciclo, gamogonia
ou gametogonia, onde os merozoitos diferenciam-se em
macrogametocito, gamonte feminino (7) ou microgame-
tdcito, gamonte masculino (8). Apds a fecundagéo do ma-
crogameta pelo microgameta (9) ha a formagéo do oocisto
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(10) que é liberado no ambiente juntamente com as fezes
(11). Sob condigdes favoraveis de temperatura, oxigénio
e umidade, o oocisto sofre um processo de esporogonia
ou esporulagdo envolvendo meiose e mitose resultando
na formagio do oocisto esporulado que contém quatro
esporocistos com dois esporozoitos em cada (1) (Can-
ning e Anwar, 1968; Ferguson e col., 1978a; Ferguson e
col., 1978b).

As espécies de Eimeria sdo identificadas com base
na dimensao, morfologia e tempo minimo de esporulagdo
dos oocistos, especificidade do hospedeiro (sdo parasitas
espécie-especificos), sitios de colonizagao, caracteristicas
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Figura 1 - Ciclo de vida de Eimeria spp. {Fonte - Poster de divul-
gagdo: “Entendendo e Controlando a Coccidiose avidria’, Texto:
Arthur Gruber, Arte grafica: Helton Barreiro, Patrocinio Biovet.
Edigéo geral: Gessulli Agribusiness}.

das lesdes, periodo pré-patente e especificidade imunolé-
gica (Long e Joyner, 1984; Long e col., 1976).

Estes pardmetros analisados de forma conjunta
permitem a distingdo das espécies de Eimeria, entretan-
to, nem sempre o diagnostico é confiavel; principalmente
quando ha infec¢es mistas. Desta forma, técnicas base-
adas em métodos moleculares também tém sido utiliza-
das. Nosso grupo desenvolveu um método de diagndstico
de espécies por PCR multiplex baseado num conjunto de
marcadores moleculares denominados SCARs (Sequence-
-Characterized Amplified Regions), os quais permitem a
diferenciacéo e o diagndstico das sete espécies simultane-
amente (Fernandez e col., 2003).

Genoma

O genoma de Eimeria spp. possui 55 milhdes de
pares de bases, conteudo GC de 53% (Ling e col., 2007;
Shirley, 2000) e esta organizado em 14 cromossomos, que
variam de tamanho entre 1 a mais de 7 Mpb (Shirley, 1994;
Shirley, 2000). O genoma de E. tenella cepa H foi sequen-
ciado e esta disponivel no sitio do Instituto Sanger (http://
www.sanger.ac.uk/ Projects/E_tenella/). Além do geno-
ma, o cromossomo 1 desta espécie foi totalmente seqiien-
ciado (Ling e col., 2007). Este cromossomo possui uma
organizagdo gendmica incomum segmentada em regides
R (feature-rich), que sdo ricas em repeti¢des, apresentan-

do elementos similares a transposons e repeti¢des telo-
méricas (Shirley, 2000; Shirley e col., 2004b), além disso,
apresenta segmentos livre de repeti¢cdes P (feature-poor)
(Ling e col., 2007).

Estes organismos também apresentam dois genomas
extracromossdmicos: o genoma mitocondrial que é cons-
tituido de segmentos de DNA lineares contendo unidades
repetitivas de 6kb (Chapman e Shirley, 2003; Romano,
2004) e o genoma do apicoplasto (organela exclusiva dos
organismos do Filo Apicomplexa) que ¢é circular, rico em
conteudo AT e em Eimeria tenella, contém cerca de 35 kb
(Cai e col., 2003).

Transcriptoma

Para um melhor entendimento da biologia deste pa-
rasita, diversos projetos de geragio e analise de ESTs (Ex-
pressed sequence tags) de Eimeria spp. tém sido realizados
(Li e col., 2003; Miska e col., 2004; Miska e col., 2008; Ng
e col.,, 2002; Schwarz e col., 2010 ; Wan e col.,, 1999). O
nosso grupo coordenado pelos professores Arthur Gruber
(ICB/USP) e Alda Maria B. N. Madeira (ICB/USP) como
parte integrante do Consoércio Internacional do Genoma
de E. tenella (http://www.sanger.ac.uk/Projects/E_tenella/
consortium.shtml), gerou um conjunto de cerca de 15.000
leituras do tipo ORESTES (Open Reading Frame ESTSs) de
E. tenella, E. acervulina e E. maxima (Shirley e col., 2004a;
Shirley e col., 2004b). Varios estagios como esporozoitos,
merozoitos de segunda gerac¢ao, oocistos nio esporulados,
parcialmente esporulados e esporulados foram estudados.
Para E. tenella, adicionamos aos nossos dados, cerca de
35.000 ESTs disponiveis em bancos internacionais. Além
disso, com a finalidade de obter um perfil de expressdo
quantitativo, o nosso grupo também gerou mais de 35.000
tags (etiquetas) provenientes de bibliotecas de LongSAGE
(Serial Analysis of Gene Expression) ou seja, analise seriada
da expressdo génica, de dois estagios invasivos (merozoi-
tos de segunda geracéo e esporozoitos) de Eimeria tenella
(Novaes, 2009). A anotagido das sequéncias montadas foi
realizada em um pipeline automatico de anotagdo que uti-
liza o sistema EGene (Durham e col., 2005), desenvolvido
pelo nosso grupo de bioinformética.

Apds a anotagdo automatica foi observado para am-
bas as técnicas, que grande parte dos transcritos obtidos
era desconhecida. De fato, cerca de 50 a 65% dos genes
sequenciados em Eimeria e de outros organismos do Filo
Apicomplexa ainda ndo possuem uma fun¢io conhecida.
(Gardner e col., 2002; Miska e col., 2004; Wan e col., 1999).

A partir da analise comparativa dos genes diferen-
cialmente expressos foi observado que para as trés espé-
cies de Eimeria um pequeno conjunto de genes é altamen-
te expresso em cada fase do ciclo de vida, e que menos
de 20% dos genes sio compartilhados entre os estagios
estudados (Novaes, 2009; Novaes e col., 2005). Em Toxo-
plasma gondii e Plasmodium falciparum a analise do perfil
de transcri¢do em diferentes estdgios evolutivos também
revelou a predominéncia de grupos de genes diferencial-
mente expressos de forma estagio-especifica (Bozdech
e col., 2003; Cleary e col., 2002; Duncan, 2004; Li e col,,
2003; Llinas e DeRisi, 2004).
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Nossos estudos evidenciaram que em Eimeria te-
nella, para merozoitos, muitos dos produtos protéicos
diferencialmente expressos estdo relacionados a tradugao,
modificagdo e manuten¢ao da conformagio das proteinas
e processos de ligacdo. Em esporozoitos, o perfil transcri-
cional obtido ¢ distinto, j4 que muitos transcritos nao sio
conhecidos e alguns dos produtos protéicos identificados
sdo histonas, proteinas associadas ao transporte e ativida-
de catalitica (Novaes, 2009).

De modo semelhante, vérios trabalhos tém relatado
um maior niumero de transcritos associados com cresci-
mento e divisdo celular e sintese de DNA em esporozoi-
tos de Eimeria tenella (Ng e col., 2002; Wan e col., 1999).
Ja para merozoitos, ha predominéncia de transcritos en-
volvidos com a expressdo de genes e proteinas, tanto em
E. tenella (Schaap e col,, 2005), quanto em E. acervulina
(Miska e col., 2008) e E.maxima (Schwarz e col., 2010).

Este padrao diferencial da expressdo génica em Ei-
meria spp pode estar relacionado as diferencas funcionais
entre estes estagios invasivos. Enquanto os esporozoitos
sdo responsaveis pelo inicio da replicagio enddgena do
parasita sendo alvo preferencial da resposta imune prote-
tora do hospedeiro (Lillehoj e Lillehoj, 2000), os merozoi-
tos estao relacionados a patogenia da doenga propriamen-
te dita (Ng e col., 2002), sendo responséveis por conside-
raveis danos a8 mucosa e submucosa intestinais (Schmatz,
1997).

Apds a fase de proliferagdo, critica para a patogé-
nese, ocorre o ciclo sexual, importante para a geracdo da
diversidade genética. Os oocistos de Eimeria sao respon-
saveis pela transmissdo e dispersdo da doenga para novos
hospedeiros e sdo capazes de permanecer viaveis no am-
biente por longos periodos de tempo (Belli e col., 2005;
Schmatz, 1997).

A esporulagdo é um processo dinadmico e ainda
pouco estudado. Sabe-se que determinados genes, como
de proteinas de micronema (Ryan e col., 2000), organela
presente no complexo apical de parasitas do Filo Apicom-
plexa e que tem grande importincia no processo de ade-
sdo e invasdo; EtCRK2 (Kinnaird e col., 2004); eimepsina
(Jean e col., 2001); MOP (major oocyst protein) (Fetterer
e Barfield, 2003; Fetterer e col., 2007); antigeno SO7 (Fet-
terer e col., 2007); proteina associada ao corpo refratil dos
esporozoitos (Abrahamsen e col., 1994) e proteinas de
choque térmico tais como Hsp70 (del Cacho e col., 2001) e
Hsp90 (Miska e col., 2005) sdo diferencialmente expressos
durante a esporulacdo. Miska e colaboradores (2004) ao
analisarem ESTs de oocistos esporulados e nao esporula-
dos obtidos por hibridiza¢io subtrativa também verifica-
ram este perfil de expressdo diferencial entre tais estagios.

Proteoma

Os primeiros estudos de mapeamento de proteinas
foram realizados por eletroforese bi-dimensional a partir
de esporozoitos das sete espécies de Eimeria que infectam
galinhas (Sutton e col., 1989). Com o avango dos estudos
gendmicos, novas proteinas puderam ser identificadas
como as do micronema (Bromley e col.,, 2003), do corpo
refratil (de Venevelles e col., 2004; de Venevelles e col.,

2006), proteases, enzimas glicoliticas e proteinas de cho-
que térmico (Belli e col., 2005). Recentemente Lal e cola-
boradores (2009) realizaram um estudo do proteoma de
quatro estagios do ciclo de vida de E. tenella. Estes autores
também observaram que em merozoitos, ha uma maior
abundéancia de proteinas relacionadas a transcrigéo, sinte-
se protéica e ao ciclo celular do que em esporozoitos.

Finalmente, apesar do parasita e de seu ciclo de vida
ja serem conhecidos, poucos processos bioquimicos em
Eimeria foram descritos até o momento.

Estudos do genoma, proteoma, expressio génica, e
outras abordagens como ribonoma, metaboloma, ORFe-
oma, interatoma, entre outros, poderdo no futuro, permi-
tir a elucidacio de varios mecanismos moleculares ainda
desconhecidos possibilitando desta forma, a proposi¢do
de novas estratégias de controle da coccidiose avidria.
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Direcionando proteinas derivadas de
patogenos para células responsaveis pela
ativacao da resposta imune

Directing pathogen-derived proteins to cells responsible for the immune

response activation
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Resumo. A obtencdo de vacinas contra patdégenos que afetam a saude humana tem sido
um objetivo constante nos uUltimos anos. Neste ensaio apresentamos uma estratégia para o
desenvolvimento de vacinas que se baseia no direcionamento de uma proteina recombinante
derivada de um patdgeno para células responsdveis pela ativacdo da resposta imune conhecidas
como células dendriticas. O direcionamento é conseguido através da utilizacdo de um anticorpo
quimérico produzido in vitro em fusdo com a proteina de interesse e que é capaz de se ligaraum
receptor presente na superficie das células dendriticas. Quando injetado em animais, o anticorpo
quimérico leva o antigeno até as células dendriticas e o resultado é inducdo de forte resposta
imunolégica.
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Abstract. The obtention of vaccines against pathogens that affect human health has been a
constant goal in the last years. In this assay we will present a strategy for the development of
vaccines that is based in the targeting of a recombinant protein derived from a pathogen to
cells responsible for the immune system activation known as dendritic cells. The targeting is
accomplished by using a chimeric antibody produced in vitro in fusion with a protein of interest
that is able to bind to a receptor present at the surface of dendritic cells. When injected into
animals the chimeric antibody delivers the antigens to the dendritic cells and the result is the
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induction of a strong immune response.
Keywords. Dendritic cells, vaccination, quimeric antibodies.

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude, as
doengas infecciosas sdo responsaveis por milhdes de mor-
tes por ano, especialmente em paises em desenvolvimento
(WHO report, 2010). Diferentes formas de preven¢io ou
tratamentos para muitas destas doengas sdo extremamen-
te urgentes e bem vindos. Uma das formas de prevencéo
mais eficazes contra patdgenos é a vacinagdo. No século
XX, o desenvolvimento de varias vacinas contra agentes
infecciosos impediu que milhdes de pessoas padecessem
de doengas como variola, difteria, coqueluche, sarampo,
poliomielite, hepatite B, entre outras. Porém, ainda exis-
tem doengas como a AIDS, tuberculose e dengue para as
quais vacinas efetivas ainda néo estdo disponiveis. No caso
de doengas causadas por parasitas, nenhuma vacina real-
mente efetiva existe. A falta de uma vacina efetiva torna-se
ainda mais relevante no caso de doengas parasitarias cau-
sadas por protozodrios, como é o caso da malaria. Anual-
mente, parasitas do género Plasmodium sdo responsaveis
por cerca de 300-600 milhdes de casos clinicos, matando
cerca de 1-3 milhoes de pessoas, principalmente criangas
(Guerra e col., 2008). Neste caso, o advento de uma vacina

efetiva significaria uma redu¢do maciga tanto na mortali-
dade quanto na morbidade causada por esta doenca.

Varias abordagens tem sido testadas na tentativa
de se obter vacinas eficientes contra parasitas. Entre elas
podemos citar: imuniza¢io com proteinas recombinantes
derivadas de diferentes formas do parasita, imuniza¢ao
com virus recombinantes contendo proteinas parasita-
rias, imunizagdo com plasmidios de DNA que codificam
proteinas inteiras ou diferentes por¢oes das mesmas, entre
outras. Todas estas estratégias visam a inducdo de uma
resposta imune eficiente contra a proteina de interesse
que seja efetiva no combate ao parasita. No entanto, o
mecanismo de apresentagdo do antigeno parasitario para
o sistema imune é pouco conhecido em vérios casos e a
geracdo de uma resposta imune eficiente pode estar preju-
dicada pelo fato de o virus recombinante, proteina recom-
binante ou DNA estarem sendo apresentados por células
menos especializadas em fazer uma boa apresentacio de
antigenos.

Neste texto, trataremos de uma estratégia ligeira-
mente diferente daquelas citadas acima pois o antigeno
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é direcionado para células especializadas na ativacdo do
sistema imunoldgico conhecidas como células dendriticas
(DCs).

Caracteristicas das células dendriticas

As DCs sdo células apresentadoras de antigenos
capazes de iniciar e regular a resposta imune (Steinman
e Cohn, 1973). Sao encontradas na maioria dos tecidos,
especialmente pele, mucosas e orgdos linfoides. Além
disso, sdo especializadas na apresentacdo de antigenos e
possuem capacidade migratdria, o que faz com que sejam
capazes de capturar antigenos na periferia e leva-los até os
orgidos linfoéides, onde a apresentacdo de antigenos para
células T normalmente ocorre (Steinman, 2008). Outra
caracteristica interessante das DCs é que elas possuem
uma grande quantidade de receptores endociticos. Es-
tes receptores sdo capazes de endocitar seus ligantes ou
mesmo anticorpos anti-receptor, ligados a antigenos de
interesse. Além de receptores endociticos, as DCs tam-
bém possuem receptores que reconhecem diretamente
padrdes moleculares especificos presentes em varios pa-
tégenos (Zanoni e Granucci, 2010). Por exemplo, as DCs
reconhecem lipopolissacarideo (LPS) presente na parede
de bactérias gram-negativas, RNA dupla fita caracteristico
de alguns virus, oligodeoxinucleotideos CpG ndo metila-
dos presentes no DNA bacteriano, entre outros. A ligagdo
dessas moléculas faz com que as DCs sofram um processo
conhecido como maturagdo. O processo de maturagio
resulta em uma série de mudangas fenotipicas que estio
ligadas a uma capacidade aumentada de processar antige-
nos e ativar células T. Estas alteracdes fenotipicas incluem
producido aumentada de complexos peptideo-MHC (Ina-
ba e col., 2000), aumento da expressio de moléculas que
favorecem a ligacdo a células T (por ex. CD48 e CD58) e
de moléculas co-estimulatdrias (por ex. CD80, CD86, Ina-
ba e col., 1994), producdo de quimiocinas (Sallusto e col.,
1999) e de grandes quantidades de citocinas como IL-12
(Edwards e col., 2002) e interferons do tipo I (Dalod e col.,
2002).

Estratégia de direcionamento de antigenos para
as DCs: estrutura e geracdo dos anticorpos quimeéricos.

Nos dltimos anos, uma estratégia que direciona an-
tigenos para as DCs in vivo vem sendo desenvolvida com
sucesso em modelos animais, e testes clinicos visando o
desenvolvimento de uma vacina ja estdo sendo realizados
(The Rockefeller University Newswire, 2010). Esta estra-
tégia consiste na utilizagio de um anticorpo contra um
receptor endocitico (denominado DEC205 ou CD205)
presente na superficie de uma subpopulagio de DCs em
fusdo com o antigeno de interesse (Bonifaz e col., 2002;
Bonifaz e col., 2004; Hawiger e col., 2001; Hawiger e col,,
2004).

Este anticorpo é produzido in vitro por transfec-
¢do transiente de células HEK293T com dois plasmi-
dios que codificam para as sequéncias das cadeias leve e
pesada-+antigeno de interesse (Hawiger e col., 2001). Apés
a transfec¢do o anticorpo quimérico é produzido pelas cé-
lulas HEK293T e purificado a partir do sobrenadante das

culturas utilizando-se colunas de proteina G (a proteina G
se liga a um sitio localizado na cadeia pesada do anticor-
po). A figura 1 mostra um esquema dos passos envolvidos
na obtencédo do anticorpo quimérico.

A sequéncia de nucleotideos do clone anti-DEC205
original (conhecido como NLDC 145) foi clonada, a partir
de um hibridoma obtido pela imunizag¢io de ratos com es-
troma de linfonodos de camundongo (Kraal e col., 1986).
Para evitar que a propria estrutura do anticorpo (que é de
rato) gerasse uma resposta imunologica quando injeta-
do em camundongos, as por¢des constantes das cadeias
leve e pesada de rato foram substituidas por cadeias leve
e pesada de camundongo. Do anticorpo original de rato
s6 foram mantidas as regides varidveis das cadeias leve e
pesada, pois sdo elas que conferem a especificidade de li-
gacdo do anticorpo. A sequéncia da proteina de interesse
é sempre fusionada a por¢do C terminal da sequéncia da
cadeia pesada do anticorpo. Separando estas duas sequ-
éncias existe uma sequéncia “linker” que confere certa
flexibilidade a molécula e possui um sitio de clivagem de
hidrolases que favorece sua degradagdo no fagossomo da
célula dendritica. A figura 2 mostra uma representagio es-
quemdtica do anticorpo quimérico anti-DEC205.

II

Plasmidios contendo as
cadeias pesadas e leves
do anticorpo de interesse

Transfecgao

Producao do anticorpo
em células 293T.

Purificagao

N —_\

7 T
N
7 N
\;— \;—
e

anticorpo de
fusao

Figura 1. Produgdo do anticorpo anti-DEC205 em fusdo com o
antigeno (Ag) de interesse. O anticorpo quimérico é produzido
pela cotransfecgdo de células HEK293T com dois plasmideos co-
dificando as cadeias leve e pesada+antigeno de interesse. Apos
alguns dias em cultura, os anticorpos quiméricos sdo purificados
do sobrenadante das culturas utilizando-se colunas de proteina
G. Adaptado de Boscardin e col. (2009).

Administracao de anticorpos quiméricos anti-
-DEC205 em fusido com diferentes proteinas de interes-
se.

A administra¢do de baixas doses deste anticorpo
quimérico é capaz de ativar células T antigeno-especificas
e também induzir a produ¢io de anticorpos. No entanto,
esta ativagdo do sistema imune s6 ocorre quando o anti-
corpo quimérico anti-DEC é administrado na presenca de
um estimulo de maturagio para as DCs. Caso contrario, o
resultado é tolerancia imunoldgica (Hawiger e col.,, 2001;
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Hawiger e col., 2004). Entre as substancias capazes de ati-
var as DCs encontramos moléculas que se ligam a recep-
tores que reconhecem padrdes moleculares de patdgenos.

A demonstragio inicial de que é possivel utilizar o
anticorpo anti-DEC205 acoplado a um antigeno como
uma ferramenta para atingir especificamente as DCs foi
descrita no inicio da década por pesquisadores da Rocke-
feller University nos Estados Unidos. Nesses estudos, o
anticorpo anti-DEC foi conjugado ou fundido diretamen-
te a antigenos modelo como a ovalbumina (OVA, Bonifaz
e col., 2002) e lisozima de ovo de galinha (HEL, Hawiger e
col,, 2001). A administragdo desses anticorpos quiméricos
(anti-DEC-OVA e anti-DEC-HEL) foi capaz de direcionar
os antigenos a subpopulagido de DCs DEC205* in vivo. O
antigeno foi entdo eficientemente processado e apresen-
tado tanto a células T CD4* quanto CD8* transgénicas.
Na auséncia de inflamagio, esse tipo de direcionamento
de antigenos resultou na indugéo de tolerancia periférica
(medida pela delecio de células T transgénicas especificas
para o antigeno utilizado (Bonifaz e col., 2002; Hawiger e
col.,, 2001).

Porgao vanavel
da cadeia pesada \
(original de rato)

Porgéo constante

—>

da cadeia pesada
(camundongo)
INKer  ——p

Proteina —

do interesse

Figura 2. Representagdo esquematica da estrutura do anticorpo
anti-DEC205 quimérico.

Entretanto, o direcionamento de antigenos na pre-
senga de um estimulo de maturagdo, como a administra-
¢do de anticorpo agonista anti-CD40 (que neste caso faz
o papel do CD40L presente na superficie dos linfocitos
T), promoveu a ativacio prolongada de células T CD4* e
CD8*. Além disso, a imunidade induzida pelo direciona-
mento do antigeno as DCs foi de longa duragéo e mais efe-
tiva do que a administragdo de potentes adjuvantes como
adjuvante completo de Freund (Bonifaz e col., 2004). Ca-
mundongos vacinados com o anticorpo anti-DEC-OVA
na presenca do anticorpo agonista anti-CD40 tornaram-
-se resistentes a infec¢do com um virus vaccinia transgé-
nico expressando OVA (Bonifaz e col.,, 2004). Além disso,
a imunizag¢do de animais com o mesmo anticorpo promo-
veu a ativa¢do de células T CD4* de memoria importantes
para a ativagdo de linfécitos B antigeno especificos (Bos-
cardin e col., 2006).

Os estudos citados acima abriram a possibilidade de
se utilizar anticorpos quiméricos anti-DEC205 conjuga-
dos a antigenos clinicamente relevantes para a inducéo de
imunidade protetora contra diferentes doengas prevalen-

tes.

Boscardin e col. (2006) utilizaram o anticorpo anti-
-DEC205 em fusdo com a proteina circumsporozoita (CS)
expressa pelas formas esporozoitas do Plasmodium yoelii
(agente causador da malaria murina). A administragdo
de uma tnica dose do anticorpo quimérico anti-DEC-CS
na presen¢a de um estimulo de maturagdo para as DCs
foi capaz de induzir células T CD4* e CD8* produtoras
de IFN-g, em diferentes linhagens de camundongos. Além
disso, indugdo de resposta imune humoral também foi
observada apds a administracdo de uma dose de reforgo
do anticorpo, na auséncia de qualquer outro adjuvante. O
anticorpo anti-DEC205 também j4 foi acoplado a prote-
ina Gag do virus HIV e a imunizagdo com o anticorpo
quimérico anti-DEC-Gag foi capaz de levar a indugéo de
uma resposta imune mediada principalmente por células
T CD4" produtoras de IFN-g. Além disso, protegdo foi
observada nos animais imunizados com o anticorpo anti-
-DEC-Gag quando estes foram desafiados com um virus
vaccinia transgénico expressando a proteina Gag (Choi e
col.,, 2009; Trumptheller e col.,, 2006). A eficacia da imuni-
zagdo com DNA também pode ser aumentada quando se
utilizou um plasmidio codificando para o anticorpo anti-
-DEC205 em fusido com a proteina Gag (Nchinda e col.,
2008).

E interessante ressaltar que as publicacdes cita-
das acima utilizaram concentrag¢des relativamente baixas
dos anticorpos quiméricos (5-10 mg/camundongo) e fo-
ram capazes de gerar respostas imunes tdo potentes ou
superiores aquelas geradas por imunizag¢des padrio (Bos-
cardin e col., 2006; Trumpfheller e col., 2006).

Além de experimentos in vivo utilizando camun-
dongos, o anticorpo anti-DEC205 humano também foi
utilizado com sucesso para direcionar antigenos para as
DCs. Bozzacco e col. (2007) mostraram ativa¢do de lin-
focitos T CD8* e produgdo de INF-g quando o anticorpo
anti-DEC205 humano em fusdo com a proteina Gag do
virus HIV foi incubado com DCs provenientes de pacien-
tes aidéticos e depois incubadas com as células T destes
mesmos pacientes. Gurer e col. (2008) obtiveram resul-
tados semelhantes quando utilizaram um anticorpo anti-
-DEC humano em fusdo com o antigeno EBNA-1 do virus
Epstein-Barr.

Os resultados pré-clinicos obtidos com o anticorpo
anti-DEC-Gag foram tdo promissores que testes clinicos
de fase I foram iniciados no primeiro semestre de 2010
(The Rockefeller University Newswire, 2010) e tem como
objetivo verificar a seguranga, tolerabilidade e imunoge-
nicidade do anticorpo anti-DEC-Gag em seres humanos.

Utilizacio de anticorpos quiméricos em fusio
com proteinas derivadas dos patogenos Plasmodium vi-
vax e Trypanosoma cruzi.

Nos tltimos dois anos, esta tecnologia de producédo
de anticorpos quiméricos foi trazida ao Brasil e anticorpos
fusionados a proteinas derivadas dos parasitas Plasmo-
dium vivax e Trypanosoma cruzi estido sendo produzidos
e testados em nosso pais. Estes parasitas foram escolhidos
porque tanto a malaria quanto a doenga de Chagas ainda
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sdo doengas bastante prevalentes no Brasil e vacinas profi-
laticas ou terapéuticas seriam muito bem vindas.

Consideragdes finais

Atualmente, varios anticorpos vem sendo utilizados
com sucesso no tratamento de doengas em seres humanos
(como cancer, por exemplo). Geralmente a administra-
¢do de anticorpos nao é toxica e é bem tolerada por seres
humanos. A utiliza¢do de anticorpos monoclonais contra
receptores presentes na superficie das DCs fundidos a
antigenos de interesse apresenta-se como uma tecnolo-
gia nova que possui enorme potencial para ser transposta
para estudos em seres humanos. O campo ainda estd em
sua infincia, mas resultados promissores ja vem sendo ob-
tidos por diversos grupos.

Atualmente os maiores desafios estdo em se encon-
trar adjuvantes que possam ser utilizados em conjunto
com os anticorpos quiméricos para obtenc¢do de duradou-
ra resposta protetora e em se entender como o direcio-
namento dos antigenos para diferentes sub-populagdes de
DCs afeta a geracdo da resposta imune. A continuidade
das pesquisas nesta drea podera responder diversas per-
guntas e também contribuir para o desenvolvimento de
novas vacinas contra patdgenos prevalentes.
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Imunidade inata no intestino de

carrapatos: hemocidinas

e outros agentes antimicrobianos

Innate immunity in the tick midgut: hemocidins and other antimicrobial

agents

Carlos Eduardo Cruz'?, Sirlei Daffre’
Departamento de Parasitologia, Instituto de Ciéncias Biomédicas, USP

Resumo. Os carrapatos sdo vetores de diversos organismos patogénicos, resultando em graves
problemas para a saude humana e animal. O intestino destes artrépodes constitui a interface
primdria patégeno-vetor, e o controle microbiano neste 6rgao pode ser mediado pela atividade
de peptideos antimicrobianos derivados da digestdo de hemeproteinas (hemocidinas), lisozimas
e defensinas, além de inibidores de proteases e estresse oxidativo. Sendo assim, a competéncia
vetorial dos carrapatos esta diretamente relacionada ao seu sistema imune.

Palavras-chave. Carrapato, imunidade inata, hemocidinas, controle microbiano.

Abstract. Ticks are vectors of various pathogens, resulting in severe human and animal health
problems. The midgut of these arthropods constitutes the primary pathogen-vector interface,
and microbial control in this organ may be mediated by the activity of antimicrobial peptides
derived from the digestion of heme-containing proteins (hemocidins), lysozymes and defensins,
as well as protease inhibitors and oxidative stress. Thus, vector competence in ticks is directly
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related with their immune system.
Keywords. Tick, innate immunity, hemocidins, microbial control.

Carrapatos sdo artropodes hematdfagos capazes de
transmitir diversos agentes patogénicos, tais como bacté-
rias, virus e protozoarios, que podem causar doengas tais
como encefalites, doenga de Lyme, babesiose, teileriose e
febre maculosa (Bowman and Nuttall, 2008). No Hemis-
fério Sul, o carrapato de boi Rhipicephalus (Boophilus) mi-
croplus é o principal ectoparasita de bovinos. O impacto
econdmico deste parasitismo é da ordem de dezenas de
bilhdes de délares anuais e é uma das principais causas da
baixa produtividade na bovinocultura mundial (Jonsson,
2006; Jonsson et al., 2008).

Durante a alimentacdo sanguinea, os carrapatos
adquirem agentes patogénicos presentes no sangue do
hospedeiro vertebrado, tais como os protozodarios intrae-
ritrociticos dos géneros Anaplasma e Babesia, e podem se
tornar vetores eficientes de tais agentes (Bock et al., 2008;
Kocan et al., 2010). Desta forma, o intestino destes artrd-
podes é a interface primaria da interagdo patdgeno-vetor.

A habilidade dos patogenos de sobreviver no lumen
intestinal, penetrar e se multiplicar no epitélio intestinal,
antes de alcancar a hemocele (cavidade corporal) e inva-
dir outros 6rgdos (como glandulas salivares e ovarios), é
essencial para a sua sobrevivéncia e determinagéo da ca-
pacidade vetorial (de la Fuente et al., 2007). Sendo assim,
o intestino de carrapatos deve apresentar mecanismos de

defesa inata eficientes, capazes de controlar o desenvolvi-
mento e multiplicacdo de tais agentes patogénicos (Taylor,
2006; Sonenshine and Hynes, 2008), mas preservando a
microbiota intestinal, como acontece em Drosophila mela-
nogaster (Ha et al., 2009). Em adi¢do a imunidade intesti-
nal, diversos mecanismos de defesa em carrapatos vao agir
em outros compartimentos colonizados por patégenos,
tais como hemocele, glandulas salivares e ovarios (Taylor,
2006; Sonenshine and Hynes, 2008).

Hemoglobina como fonte de peptideos bioativos

Além de sua fun¢éo primaria como transportado-
ra de oxigénio, a hemoglobina constitui uma importante
fonte de peptideos biologicamente ativos, desempenhan-
do atividades opidides, analgésicas, hemopoiéticas, vaso-
-constritoras e antigonadotrdpicas (Ivanov et al., 2005).
Adicionalmente, verificou-se que as subunidades a e B da
hemoglobina de diversos vertebrados apresentam ativi-
dade contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e
fungos (Parish et al., 2001) e, nos dltimos 10 anos, varios
trabalhos tém descrito a atividade antimicrobiana de pep-
tideos derivados da hidrélise quimica ou enzimatica de
hemeproteinas (Froidevaux et al., 2001; Liepke et al., 2003;
Mak et al., 2004; Daoud et al., 2005; Nedjar-Arroume et
al., 2006; Nedjar- Arroume et al., 2008). Tais peptideos an-



18 Cruz e Daffre: Imunidade inata no intestino de carrapatos

timicrobianos passaram a ser coletivamente denominados
hemocidinas (Mak et al., 2000).

Considerando que a hemoglobina do sangue do
hospedeiro sofre protedlise no intestino do carrapato e
pode gerar hemocidinas (Fogaca et al., 1999; Nakajima et
al., 2003b; Sonenshine et al., 2005), estas moléculas po-
dem constituir um componente importante da imunidade
inata neste 6rgéo (Kopacek et al., 2010). De fato, um pep-
tideo antimicrobiano purificado do intestino do carrapato
bovino R. (B.) microplus foi descrito em 1999, e este foi
o primeiro relato de uma hemocidina produzida in vivo
através de atividade proteolitica endégena (Fogaca et al.,
1999). Este peptideo, denominado Hb 33-61, apresenta
massa molecular de 3.205 Da e atividade contra bactérias
gram-positivas e fungos, e corresponde aos aminoacidos
33 a 61 da subunidade a da hemoglobina bovina (Foga-
ca et al, 1999). A estrutura tercidria do peptideo sinté-
tico de carboxila amidada, Hb 33-61a, foi elucidada por
espectroscopia de ressonincia magnética nuclear (RMN)
na presenca de micelas de dodecil sulfato de sédio (SDS),
sugerindo que a molécula é responsavel pela permeabili-
zagdo da membrana plasmatica de agentes patogénicos,
tais como a levedura Candida albicans (Sforca et al., 2005).
Posteriormente outras hemocidinas foram identificadas
nesta mesma espécie de carrapato (Cruz et al., 2010).

~e
Py

Hb 98-114**

NV,

Hb 33-61*

Outras hemocidinas***

Hb 1-32***

Geragao de hemocidinas
através da atividade de
aspartico e cisteina
proteinases intestinais

Hemoglobina

Figura 1. Geragao de peptideos antimicrobianos (hemocidinas)
resultantes da hemoglobindlise dcida no intestino do carrapa-
to bovino Rhipicephalus (Boophilus) microplus. * Hemocidina
purificada a partir do extrato intestinal [Fogaga e col. (1999)];
** Hemocidina isolada a partir de extratos acidos do intestino
[Belmonte (2011, em prep.)]; *** Hemocidina obtida através de
hemoglobindlise in vitro [Cruz e col. (2010)].

Outras hemocidinas foram isoladas do lumen in-
testinal do carrapato argasideo Ornithodorus moubata,
provenientes da protedlise endoégena da subunidade o da
hemoglobina de coelhos, e estes peptideos apresentaram
atividade antimicrobiana para Staphylococcus aureus e
Micrococcus luteus (Nakajima et al., 2003b). Hemocidi-
nas ativas contra Micrococcus luteus também foram iden-
tificadas em extratos do intestino do carrapato ixodideo
Dermacentor variabilis (Sonenshine et al., 2005), sugerin-
do que mecanismos imunes similares nas duas principais
familias de carrapatos, Ixodidae e Argasidae, utilizam a

hemoglobina do hospedeiro como agentes de controle
microbiano no intestino.

Acredita-se que hemocidinas sejam geradas atra-
vés de protedlise em vesiculas acidas presentes em célu-
las digestdrias (Lara et al., 2005), através da agdo de uma
rede de aspdrtico e cisteina proteinases (Sojka et al., 2008;
Horn et al., 2009; Cruz et al., 2010) (Figura 1). Interessan-
temente, a rede de proteinases caracterizada em carrapa-
tos apresenta uma similaridade marcante com cascatas de
proteinases ja descritas em outros parasitas, tais como pla-
telmintos e nematdides (Caffrey et al., 2004; Williamson
et al., 2004; Delcroix et al., 2006). Esta rede de proteinases
participa na geracdo de hemocidinas (Cruz et al., 2010)
que potencialmente conferem protegdo contra patogenos
invasores. Além disso, tais proteinases podem servir como
alvo para o desenvolvimento de vacinas para o controle de
populacdes de carrapatos e na regulagdo de sua capacida-
de vetorial (Tsuji et al., 2008; Parizi et al., 2009).

Muitas hemocidinas sdo cationicas, apresentam alta
porcentagem de estrutura em a-hélice (Nedjar-Arroume
et al., 2008), e a sua atividade antimicrobiana ocorre atra-
vés da permeabilizagdo da membrana celular (Lindberg et
al., 2001; Sforca et al., 2005). Em humanos, hemocidinas
ja foram identificadas no sangue menstrual (Mak et al.,
2004) e na placenta (Liepke et al., 2003).

Outras moléculas envolvidas na resposta imune
no intestino de carrapatos

Outras moléculas podem contribuir para a imuni-
dade intestinal, tais como lisozimas, defensinas e inibi-
dores de proteases, conjuntamente com mecanismos de
estresse oxidativo.

Lisozimas: sio enzimas capazes de hidrolisar li-
gacdes glicosidicas de peptidoglicanos que constituem a
parede celular de muitas bactérias, atuando assim como
potentes agentes antimicrobianos.

Lisozimas do tipo C foram identificadas em algumas
espécies de carrapatos. Em Ornithodorus moubata foi ca-
racterizada uma lisozima com atividade anti-Micrococcus
luteus (Kopacek et al., 1999) e o seu nivel de expressdo au-
mentou apds a alimenta¢do sanguinea (Grunclova et al.,
2003).

Em Dermacentor variabilis também foi verificado
que uma lisozima é expressa no intestino (Ceraul et al.,
2007). Embora o nivel de transcrigdo deste gene néo tenha
aumentado apds a alimentagdo sanguinea, a sua expressao
foi aumentada em carrapatos infectados artificialmente
com Rickettsia montanensis (Ceraul et al., 2007).

Defensinas: sdo proteinas cationicas ricas em ciste-
ina capazes de formar poros na membrana de bactérias
e fungos. Quatro isoformas de defensinas descritas em
Ornithodorus moubata (A, B, C e D) tiveram seus niveis
de expressdo aumentados apos a alimentagdo sanguinea
(Nakajima et al., 2001; Nakajima et al., 2002). A isofor-
ma A da defensina foi purificada do contetido intesti-
nal e apresentou atividade contra Staphylococcus aureus
(Nakajima et al., 2002). A sua forma recombinante foi
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ativa contra bactérias gram-positivas, permeabilizando a
membrana bacteriana, mas nao foi ativa contra bactérias
gram-negativas (Nakajima et al., 2003a).

Uma defensina de Haemaphysalis longicornis foi ex-
pressa especificamente no intestino e o seu nivel de expres-
sdo aumentou apos injegido de lipopolissacarideo (LPS) na
hemocele (Zhou et al., 2007). Defensinas predominante-
mente expressas no intestino também foram descritas em
outros ixodideos: Ixodes ricinus (Rudenko et al., 2005),
Ixodes scapularis (Hynes et al., 2005) e Ixodes persulcatus
(Saito et al., 2009). A comparagdo de defensinas sintéticas
de diferentes ixodideos revelou que todas elas sdo ativas
contra Staphylococcus aureus. Contudo, uma espécie de
Borrelia, agente etiologico da doenca de Lyme, mostrou-
-se resistente a atividade de defensina, sugerindo que tais
bactérias podem se adaptar aos mecanismos imunes do
carrapato (Isogai et al., 2009).

Longicinas: sdo peptideos antimicrobianos estru-
turalmente semelhantes as defensinas e identificados no
intestino de Haemaphysalis longicornis (Tsuji et al., 2007).
A forma recombinante de uma longicina foi ativa contra
uma ampla gama de microorganismos, incluindo bacté-
rias gram-positivas, gram-negativas e fungos, além de
apresentar atividade anti-Babesia in vitro (Tsuji and Fuji-
saki, 2007; Rahman et al., 2010). Em um experimento in
vivo, a inoculagio de longicina reduziu significativamente
a parasitemia em camundongos infectados com Babesia
microti. Adicionalmente, experimentos com RNA de in-
terferéncia dao suporte a fun¢éo destas proteinas na trans-
missao de Babesia e na regulacdo da capacidade vetorial
de Haemaphysalis longicornis (Tsuji et al., 2007).

Inibidores de proteases: sio moléculas capazes de
inibir a atividade de diversas classes de proteases. Podem
desempenhar um papel importante na imunidade intesti-
nal através da inibi¢do de proteinases especificas produzi-
das por microorganismos.

No intestino de Haemaphysalis longicornis, o nivel
de expressdo de um inibidor de cisteina proteinase da clas-
se das cistatinas (Hlcyst-2) aumentou em resposta a ali-
mentagdo sanguinea, a inje¢ao de LPS e a infecgdo experi-
mental com Babesia gibsoni. A forma recombinante deste
inibidor produziu um efeito negativo no crescimento de
Babesia bovis em cultura (Zhou et al., 2006).

Ao contrario da maioria dos inibidores do tipo Ku-
nitz, que sao expressos nas glandulas salivares para o con-
trole da hemostasia do hospedeiro, um inibidor deste tipo
(designado KPI), foi expresso no intestino de Dermacen-
tor variabilis em resposta a alimentagdo sanguinea, e o0s
seus niveis de transcrigdo foram induzidos apds infecgdo
com riquétsias (Ceraul et al., 2008). Além de sua atividade
de inibi¢éo de serina proteinases e possivel fun¢do antico-
agulante, foi demonstrado que a KPI limita a colonizagdo
de riquétsias em fibroblastos de camundongos (Ceraul et
al., 2008).

Estresse oxidativo: sabe-se que o epitélio intestinal
de Drosophila controla de forma eficiente e especifica a

microbiota bacteriana, através da produgio de espécies re-
ativas de oxigénio (ROS) (Ha et al., 2005; Ha et al., 2009),
e suporta a hipétese de que mecanismos de estresse oxi-
dativo devem contribuir para a imunidade intestinal em
carrapatos.

Varias enzimas antioxidantes tiveram sua expressdo
génica aumentada em diferentes espécies de carrapatos
em resposta a infecgdo por patégenos e/ou alimentac¢do
sanguinea, como é o caso da glutationa S-transferase (Mu-
lenga et al., 2003; Rudenko et al., 2005; Dreher-Lesnick et
al., 2006). Adicionalmente, observou-se que uma catalase,
enzima responsavel pela detoxificacdo do perdxido de hi-
drogénio, desempenha uma fung¢ao importante na regula-
¢do do estresse oxidativo no intestino de R. (B.) microplus
(Citelli et al., 2007). Interessantemente, a analise do trans-
criptoma do intestino de D. variabilis resultou na identifi-
cac¢o de transcritos de outras enzimas antioxidantes, tais
como superoxido dismutase e tioredoxina (Anderson et
al., 2008).

Consideragoes finais

Considerando que os carrapatos adquirem diversos mi-
croorganismos do hospedeiro vertebrado e podem se tor-
nar vetores eficientes de patdgenos, o seu intestino deve
apresentar sistemas eficientes de controle microbiano.
Componentes importantes da imunidade intestinal po-
dem incluir hemocidinas, geradas endogenamente através
de atividade proteolitica de hemeproteinas do hospedeiro
vertebrado, além de moléculas de defesa secretadas pelo
epitélio intestinal, tais como defensinas, lisozimas e ini-
bidores de proteinases. Adicionalmente, outros agentes
microbicidas podem limitar a proliferacdo de patégenos
neste 6rgao, tais como espécies reativas de oxigénio e ni-
trogénio, embora este ainda seja um campo a ser explo-
rado. De fato, as pesquisas em imunidade inata em car-
rapatos, e o seu papel no controle de patdgenos, estiao se
iniciando com a era pés-gendmica. Técnicas mais recentes
de genética reversa, que objetivam determinar quais fend-
tipos ocorrem como resultado da expressio de genes espe-
cificos, e a gendmica funcional, baseada no silenciamento
de genes especificos através da técnica de RNA de interfe-
réncia, irdo gerar informagées que permitirdo decifrar os
mecanimos de controle dos vetores sobre seus patogenos.
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