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RESUMO

A esquistossomose € uma doenca que acomete cerca de 200 milhdes de
pessoas no mundo causando grande morbidade. Devido a falta de vacina para
essa doenca, muitos antigenos sédo pesquisados. Um dominio antigénico B
(r156-195) da ATPDase 2 de Schistosoma mansoni foi previamente descrito, e
dois peptideos sintéticos (SmB1LJ, r155-176; SmB2LJ, r175-194) derivados
deste dominio foram obtidos com o objetivo de avaliar a imunogenicidade
dessa proteia. O in6culo de cada peptideo em camundongos BALB/c induziu
atividade imunoestimulatéria significativa, elevando os niveis de anticorpos
IgG1 e 1gG2, como detectado por ELISA. Os anticorpos policlonais anti-
SmB1LJ e anti-SmB2LJ, quando imobilizados em Proteina A-Sepharose,
imunoprecipitaram aproximadamente 42-96% da atividade ADPasica da
preparacdo de verme adulto. Por “Western blots” do complexo
imunoprecipitado, trés bandas de 76, 63 e 55 kDa foram identificadas pelos
dois soros imunes, confirmando a identidade da ATPDase 2, e sugerindo que
esta proteina esta sujeita a varios processamentos poés-traducédo, tais como
glicosilacdo e protedlise, resultando finalmente em uma proteina secretada de
55 kDa. Adicionalmente, anticorpos policlonais anti-SmB2LJ inibiram 62% e
37% das atividades ATPasica e ADPé&sica, respectivamente, enquanto
anticorpos policlonais anti-SmB1LJ inibiram ADPase (92%), mas nao atividade
ATPasica, sugerindo que o dominio B da ATPDase 2 do S. mansoni esta
envolvido na regulacdo catalitica da enzima, sendo um novo alvo para o
desenho de inibidores. Imunomarcagdo com anticorpos policlonais anti-
SmB2LJ de cortes de figado de camundongo infectado revelaram reacdes
positivas na superficie externa do miracidio no ovo de S. mansoni.
Fluorescéncia intensa foi detectada na regido entre o miracidio e o lado interno
da casca do ovo, localizada no envelope de von Lichtenberg, a qual € uma
regido de producdo de componentes imunogénicos. Fluorescéncia foi também
detectada no lado de fora da casca do ovo, aprisionada pelos microespinhos de
superficie, confirmando que esta proteina, como no verme adulto, é também

secretada de ovos de S. mansoni. Nenhuma reatividade foi observada nos



tecidos granulomatosos circundantes. Amostras de plasmas de camundongos
Swiss infectados com S. mansoni foram testadas por ELISA usando SmB1LJ or
SmB2LJ como antigeno. Reatividade significativamente maior de anticorpos
IgG, IgG1 ou IgG2a foi detectada com SmB1LJ, enquanto somente anticorpo
IgG1 foi altamente reativo com SmB2LJ. A reatividade de amostras de plasma
(diluidas 1:200) de camundongos Swiss previamente inoculados com apirase
de batata ou r-potDominio B, um polipeptidio com cauda de hexahistidina
derivado do dominio B (r78-117) da apirase de batata, e homologo ao dominio
B da ATPDase 2, foi também testada por ELISA usando os peptideos como
antigenos. Anticorpos policlonais IgG e IgG1l anti-apirase de batata reagiram
significativamente com SmB1LJ, enquanto somente IgG1 reagiu com SmB2LJ.
Anticorpos policlonais anti-r-potDominio B ndo reagiram significativamente com
SmB2LJ. Comparado aos controles, amostras de plasma (diluidas 1:200)
destes animais pré-imunizados com apirase de batata ou r-potDominio B e
desafiados com S. mansoni ndo reagem significativamente com os peptideos.
Os resultados confirmaram que o dominio B da ATPDase 2 esta
potencialmente envolvido na resposta imune do hospedeiro, e os peptideos
SmB1LJ e SmB2LJ podem ser usados em estudos da esquistossomose.

Palavras  chave: Schistosoma  mansoni, esquistossomose,  ATP

difosfohidrolase, apirase de batata, peptideos e imunolocalizagéo.



ABSTRACT

Schistosomiasis is a disease that affects approximately 200 million people
worldwide causing great morbidity. Due to lack of vaccine for this disease, many
antigens are searched. An antigenic domain B (r156-195) from the Schistosoma
mansoni ATPDase 2 isoform was previously described, and two synthetic
peptides (SmB1LJ, r155-176; SmB2LJ, r175-194) belonging to this domain
were obtained. Inoculation of each peptide in healthy BALB/c mice induced
significant immunostimulatory activity, increasing the IgG1 and IgG2a antibody
levels, as detected by ELISA. The polyclonal anti-SmB1LJ and anti-SmB2LJ
antibodies, when immobilized on Protein A-Sepharose, immunoprecipitated
approximately 42-96% of the ADPase activity from the adult worm preparation.
By Western blots of immunoprecipitated complex, three bands of 76, 63 and 55
kDa were identified by the two immune sera, confirming the ATPDase 2 identity,
and suggesting that this protein is subject to several posttranslational
processing, such as glycosylation and proteolysis, resulting finally in a secreted
protein of 55 kDa. Additionally, polyclonal anti-SmB2LJ antibodies inhibited 62%
and 37% of the ATPase and ADPase activities, respectively, whereas
polyclonal anti-SmB1LJ antibodies inhibited ADPase (92%), but not ATPase
activity, suggesting that the domain B from the S. mansoni ATPDase 2 is
involved in enzyme catalytic regulation, being a new target for inhibitor design.
Immunolabelled cryostat sections of infected mouse liver by the anti-SmB2LJ
polyclonal antibodies revealed positive reactions on the external surface from
the miracidium in the S. mansoni egg. Intense fluorescence was detected in the
region between the miracidium and the inner side of the egg-shell, located in
von Lichtenberg’s envelope, which is a region of production of immunogenic
components. Fluorescence was also detected in the outer side of the egg-shell
and entrapped by the surface microspines, confirming that this protein, like in
the adult worm, is also secreted from the S. mansoni eggs. No reactivity was
observed in the surrounding granumomatous tissues, which are rich en
inflammatory cells. Serum samples from S. mansoni-infected Swiss mice were

tested by ELISA using SmB1LJ or SmB2LJ as coating antigen. Significantly



higher 1gG, 1gG1 or IgG2a antibody reactivity was detected against SmB1LJ,
whereas only IgG1 antibody was highly reactive against SmB2LJ. The reactivity
of plasma samples (diluted 1:200) from Swiss mice previously inoculated with
potato apyrase or r-potDomain B, a 6xHis tag polypeptide belonging to the
domain B (r78-117) from the potato apyrase, homologue to the domain B from
the ATPDase 2, was also tested by ELISA using the peptides as coating
antigens. Polyclonal 1gG and IgG1 anti-potato apyrase antibodies significantly
reacted with SmB1LJ, whereas only IgG1 reacted with SmB2LJ. Polyclonal anti-
r-potDomain B antibodies did not significantly react with SmB2LJ. Compared to
controls, plasma samples (diluted 1:200) from these animals pre-immunized
with potato apyrase or r-potDomain B and challenged with S. mansoni did not
react significantly with peptides. The results confirmed that the domain B from
the ATPDase 2 is potentially involved in the host immune response, and
peptides SmB1LJ and SmB2LJ can be used in schistosomiasis studies.

Key words: Schistosoma mansoni, schistosomiasis, ATP diphosphohydrolase,

potato apyrase, peptides, antibody, mouse, immunolocalization.
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A esquistossomose é uma doenca que acomete cerca de 200 milhdes de
pessoas no mundo causando grande morbidade. Devido a falta de vacina para
essa doenca, muitos antigenos sdo pesquisados. Um dominio B antigénico da
ATPDase 2 de Schistosoma mansoni foi previamente descrito, e dois peptideos
sintéticos derivados deste dominio foram obtidos com o objetivo de avaliar a
imunogenicidade dessa proteina. O in6culo de cada peptideo em
camundongos Balb/c induziu atividade imunoestimulatéria significativa,
elevando os niveis de anticorpos IgG1 e IgG2, como detectado por ELISA. Os
anticorpos policlonais anti-SmB1LJ e anti-SmB2LJ, quando imobilizados em
Proteina A-Sepharose, imunoprecipitaram aproximadamente 42-96% da
atividade ADPasica da preparacdo de verme adulto. Por “Western blots” do
complexo imunoprecipitado, trés bandas de 76, 63 e 55 kDa foram identificadas
pelos dois soros imunes, confirmando a identidade da ATPDase 2, e sugerindo
que esta proteina estd sujeita a varios processamentos poés-traducao,
resultando em uma proteina secretada de 55 kDa. Adicionalmente, anticorpos
policlonais anti-SmB2LJ inibiram 62% e 37% das atividades ATPasica e
ADPasica, respectivamente, enquanto anticorpos policlonais anti-SmB1LJ
inibiram a atividade ADPa&sica (92%), mas ndo a ATPasica, sugerindo que o
dominio B da ATPDase 2 de S. mansoni esta envolvido na regulacéo catalitica
da enzima, sendo um novo alvo para o desenho de inibidores. Imunomarcacéao
com anticorpos policlonais anti-SmB2LJ de cortes de figado de camundongo
infectado revelaram reacdes positivas na superficie externa do miracidio no ovo
de S. mansoni. Fluorescéncia intensa foi detectada na regido entre o miracidio
e o lado interno da casca do ovo, localizada no envelope de von Lichtenberg, o
qual é uma regido de produgcédo de componentes imunogénicos. Fluorescéncia
foi também detectada no lado de fora da casca do ovo, aprisionada pelos
microespinhos de superficie, confirmando que esta proteina, como no verme
adulto, € também secretada de ovos de S. mansoni. Nenhuma reatividade foi
observada nos tecidos granulomatosos circundantes. Amostras de plasmas de

camundongos Swiss infectados com S. mansoni foram testadas por ELISA



usando SmB1LJ ou SmB2LJ como antigeno. Reatividade significativamente
maior de anticorpos IgG, IgG1 ou IgG2a foi detectada com SmB1LJ, enquanto
somente anticorpo IgG1 foi altamente reativo com SmB2LJ. A reatividade de
amostras de plasma (diluidas 1:200) de camundongos Swiss previamente
inoculados com apirase de batata ou r-potDominio B, um polipeptidio com
cauda de hexahistidina derivado do dominio B (r78-117) da apirase de batata, e
homologo ao dominio B da ATPDase 2, foi também testada por ELISA usando
0s peptideos como antigenos. Anticorpos policlonais IgG e IgG1 anti-apirase de
batata reagiram significativamente com SmB1LJ, enquanto somente 1gG1
reagiu com SmB2LJ. Anticorpos policlonais anti-r-potbominio B ndo reagiram
significativamente com SmB2LJ. Comparado aos controles, amostras de
plasma (diluidas 1:200) destes animais pré-imunizados com apirase de batata
ou r-potDominio B e desafiados com S. mansoni hdo reagem significativamente
com os peptideos. Os resultados confirmaram que o dominio B da ATPDase 2
esta potencialmente envolvido na resposta imune do hospedeiro e os peptideos

SmB1LJ e SmB2LJ podem ser usados em estudos da esquistossomose.

Palavras  chave: Schistosoma  mansoni, esquistossomose,  ATP

difosfohidrolase, apirase de batata, peptideos, imunolocalizacao.



ABSTRACT

Schistosomiasis is a disease that affects approximately 200 million people
worldwide causing great morbidity. Due to lack of vaccine for this disease, many
antigens are searched.An antigenic domain B from the Schistosoma mansoni
ATPDase 2 isoform was previously described, and two synthetic peptides
(SmB1LJ, r155-176; SmB2LJ, rl175-194) belonging to this domain were
obtained. Inoculation of each peptide in healthy BALB/c mice induced significant
immunostimulatory activity, increasing the IgG1 and IgG2a antibody levels, as
detected by ELISA. The polyclonal anti-SmB1LJ and anti-SmB2LJ antibodies,
when immobilized on Protein A-Sepharose, immunoprecipitated approximately
42-96% of the ADPase activity from the adult worm preparation. By Western
blots of immunoprecipitated complex, three bands of 76, 63 and 55 kDa were
identified by the two immune sera, confirming the ATPDase 2 identity, and
suggesting that this protein is subject to several posttranslational processing,
resulting in a secreted protein of 55 kDa. Additionally, polyclonal anti-SmB2LJ
antibodies inhibited 62% and 37% of the ATPase and ADPase activities,
respectively, whereas polyclonal anti-SmB1LJ antibodies inhibited ADPase
(92%), but not ATPase activity, suggesting that the domain B from the S.
mansoni ATPDase 2 is involved in enzyme catalytic regulation, being a new
target for inhibitor design. Immunolabelled cryostat sections of infected mouse
liver by the anti-SmB2LJ polyclonal antibodies revealed positive reactions on
the external surface from the miracidium in the S. mansoni egg. Intense
fluorescence was detected in the region between the miracidium and the inner
side of the egg-shell, located in von Lichtenberg’s envelope, which is a region of
production of immunogenic components. Fluorescence was also detected in the
outer side of the egg-shell and entrapped by the surface microspines,
confirming that this protein, like in the adult worm, is also secreted from the S.
mansoni eggs. No reactivity was observed in the surrounding granumomatous
tissues, which are rich en inflammatory cells. Serum samples from S. mansoni-
infected Swiss mice were tested by ELISA using SmB1LJ or SmB2LJ as
coating antigen. Significantly higher 1gG, IgG1 or IgG2a antibody reactivity was



detected against SmB1LJ, whereas only 1gG1 antibody was highly reactive
against SmB2LJ. The reactivity of plasma samples (diluted 1:200) from Swiss
mice previously inoculated with potato apyrase or r-potDomain B, a 6xHis tag
polypeptide belonging to the domain B (r78-117) from the potato apyrase,
homologue to the domain B from the ATPDase 2, was also tested by ELISA
using the peptides as coating antigens. Polyclonal 1IgG and IgG1 anti-potato
apyrase antibodies significantly reacted with SmB1LJ, whereas only 1gG1
reacted with SmB2LJ. Polyclonal anti-r-potDomain B antibodies did not
significantly react with SmB2LJ. Compared to controls, plasma samples (diluted
1:200) from these animals pre-immunized with potato apyrase or r-potDomain B
and challenged with S. mansoni did not react significantly with peptides. The
results confirm that the B domain of ATPDase 2 is potentially involved in the
host immune response and peptides SmB1LJ SmB2LJ and can be used in

schistosomiasis studies.

Key words: Schistosoma mansoni, schistosomiasis, ATP diphosphohydrolase,

potato  apyrase, peptides, antibody, @ mouse, immunolocalization.
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1. INTRODUCAO
1.1. Schistosoma mansoni

O g¢género Schistosoma pertence a classe Trematoda, familia
Schistosomatidae e subfamilia Schistosomatinae. Representantes dessa
subfamilia apresentam um acentuado dimorfismo sexual, sdo heteroxénicos e
parasitam 0s vasos sanguineos de mamiferos, os quais sdo seus hospedeiros
definitivos. As espécies do género Schistosoma com importancia
epidemiologica na medicina humana sdo: Schistosoma mekongi, Schistosoma
intercalatum, Schistosoma japonicum, Schistosoma haematobium e
Schistosoma mansoni; sendo as trés ultimas os principais agentes etioldgicos
para a patologia humana com distribuicdo geografica diferente, além de
caracteristicas morfologicas e fisiologicas proprias (Neves, 2005; Ross et al.,
2002).

Schistosoma haematobium, que tem como hospedeiro intermediario
caramujos do género Bulinus, situa-se no plexo vesical, sendo a espécie
responsavel pela esquistossomose urinaria na Africa e Peninsula Arabica. O
Schistosoma japonicum que tem o molusco Oncomelania como vetor, causa a
esquistossomose hepatoesplénica e intestinal na China, Filipinas e Indonésia.
O parasito S. mansoni é mantido no ambiente por caramujos Biomphalaria, é
responsavel pela doenca em sua forma hepética e intestinal na Africa,
Peninsula Arabica e América do Sul (Gryseels et al., 2006).

No Brasil, o agente causador da esquistossomose humana é o S.
mansoni (Chitsulo et al., 2000). Para a manutencéo de seu ciclo biolégico sédo
necessarias as formas: verme adulto-macho e fémea, ovo, miracidio,
esporocisto, cercaria e esquistossomulo. O verme macho (Figura 1) mede
cerca de 1 cm, tem cor esbranquicada, tegumento recoberto por tubérculos e o
corpo dividido em duas porgdes: a por¢do anterior do corpo € composta por
duas ventosas, uma oral e outra ventral (acetabulo); ja na parte posterior ha o
canal ginecoéforo, que sdo dobras das laterais do corpo no sentido longitudinal,
onde a fémea € albergada e fecundada. A fémea por sua vez possui cerca de
1,5 cm, tegumento liso e tem cor mais escura devido ao ceco contendo uma
guantidade maior de sangue semidigerido. O ovo mede por volta de 140 por 61

um e tem um espinho lateral saliente e agudo, sendo essa a principal
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caracteristica para a identificagdo de um ovo de S.mansoni. O que caracteriza
0 ovo maduro é a existéncia de um miracidio formado que tem na extremidade
anterior o terebratorium, onde se encontram as terminacfes das glandulas
adesivas; essa forma evolutiva do ciclo também apresenta células epidérmicas
onde se implantam cilios que permitem o movimento no meio aquatico. Em
duas horas apdés a penetracdo, os miracidios perdem o seu revestimento
epitelial ciliado e demais estruturas externas (6rgaos de penetracdo). Nas fases
seguintes (esporocistos) do desenvolvimento intramolusco, as células
germinativas se dividem e se diferenciam, mantendo o mesmo sexo do
miracidio que as originou. O esporocisto ndo possui boca e nem sistema
digestivo, portanto os nutrientes necessarios ao seu desenvolvimento séo
absorvidos através de seu tegumento. A cercéria, forma infectante para o
homem, possui 500 um de comprimento, tem corpos alongado e cilindrico, uma
cauda bifurcada que é fundamental para o deslocamento no ambiente e duas
ventosas, uma oral e outra ventral. A transformacdo de cercarias em
esquistossébmulos é representada por respiracdo anaerobica, perda da cauda,
eliminacao progressiva do glicocélix, esvaziamento das glandulas secretoras e
reorganizacdo do tegumento, com acumulo de uma proteina transportadora de
glicose (SGTP4) na rede de citons subtegumentares (Carvalho, Coelho &
Lenzi, 2008; Schall, 2007; Ross et al., 2002).
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Figura 1. Vermes adultos acasalados de S. mansoni. Aumento de 40x. Adaptado de

http://belanich.pbworks.com/w/page/13055428/Trematodes

O parasito S. mansoni tem um ciclo de vida complexo (Figura 2) que
envolve um hospedeiro intermediario, 0 molusco aquatico do género
Biomphalaria, e um hospedeiro definitivo vertebrado (homem e outros
mamiferos). Essa espécie desenvolve sua fase adulta parasitando a luz dos
vasos sanguineos de seus hospedeiros mamiferos, onde habita
preferencialmente as vénulas do plexo hemorroidario superior e nas
ramificacBes mais finas das veias mesentéricas, principalmente a inferior, local
de oviposicédo das fémeas. A producéo de ovos, cerca de 150 a 300 ovos por
dia (Carvalho, Coelho & Lenzi, 2008), tem inicio 4 a 6 semanas apos a infeccao
e continua por toda a vida do verme, que pode ser até mais de 15 anos no
hospedeiro definitivo (McManus & Loukas, 2008).

ApoGs atravessarem a mucosa intestinal, cerca de metade dos ovos sao
eliminados com as fezes atingindo o meio externo e os outros 50% sao
carreados pela circulacado portal e ficam retidos nos tecidos do hospedeiro,
podendo induzir a formagdo de granulomas hepaticos e intestinais,

hepatoesplenomegalia e fibrose peritportal (Jurberg, 2006). O trajeto dos ovos
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entre a oviposicao e a eliminacdo nas fezes demora cerca de uma semana. No
ambiente externo, os ovos mantém-se viaveis de 2 a 5 dias na massa fecal
sélida, porem em fezes liquidas podem sobreviver por até 3 dias devido a
processos de fermentacdo ou de putrefacdo (Carvalho, Coelho & Lenzi, 2008;
Rey, 2008).

Os ovos que conseguem chegar a tempo vidvel na 4gua e séo
estimulados por luminosidade intensa, temperaturas mais altas e oxigenacao,
sofrem ruptura transversal e liberam suas larvas, os miracidios. Estes nadam
em circulos por algumas horas até encontrar moluscos aquaticos do género
Biomphalaria, e esse encontro é favorecido por substancias secretadas pelo
molusco, as quais fazem com que haja atragcdo miracidiana em relacdo aos
moluscos (Rey, 2008). A penetracdo dos miracidios deve ocorrer em um
periodo de cinco até oito horas apds a ecloséo, visto que apds esse tempo, a
capacidade de penetracéao fica bastante reduzida (Jurberg, 2006).

ApO6s 72 horas, ocorre a transformacdo do miracidio em um saco com
paredes cuticulares contendo a geracdo das células germinativas ou
reprodutivas que é o esporocisto (Carvalho, Coelho & Lenzi, 2008). Em
condi¢cOes ideais de temperatura, entre 25°C e 28° C, ocorre a formacao dos
esporocistos secundarios. Cerca de 3 a 4 semanas apés a infeccdo do
molusco, ocorre a maturacdo dos esporocistos filhos e a formacéo de cercarias
gue é dependente da temperatura ambiente tanto para a maturacdo quanto
para o desenvolvimento. A liberacdo dessas larvas é estimulada pela
luminosidade e temperatura, ocorrendo principalmente durante as horas mais
guentes do dia (Carvalho, Coelho & Lenzi, 2008; Gryseels et al., 2006).

Em contato com a agua contaminada, o hospedeiro humano se infecta
através da penetracdo ativa das cercarias na pele onde, posteriormente, essas
perdem a cauda e se transformam em vermes jovens ou esquistossomulos.
Estes vermes jovens migram via circulagdo sanguinea para os pulmoes,
coracao e figado. Os esquistossémulos maturam, se transformam em vermes
adultos no sistema porta-hepético entre quatro e seis semanas apos a
infeccdo, se acasalam e migram para 0s vasos mesentéricos e veia porta, onde
ocorre a oviposicao, iniciando o ciclo novamente (Han et al., 2009; Gryseels et
al., 2006; Neves, 2005).



18

Maturacdo das larvas

Casal de vermes maduros

if\.
‘ Q : Esquistossomose cronica

Vermes nos vasos do

Migragdo pelo coragdo

mesentério e postura de

ovos pelas fémeas Larvas migram pelos pulmdes

Ovos retidos nos tecidos Esquistossomulos

Penetragdo das

Ovos excretados cercarias na pele
nas fezes ou

urina

Ambiente aquatico ‘

Cercdrias liberadas na
agua

S. haematobium

P o
(2 *

Miracidios se

transformam em
esporocistos que se

1 lf

) cercérias
no caramujo

Ovos o '. Miracidios penetram
Miracidios

| desenvolvem em

Figura 2. Ciclo biologico do parasito. Extraido e Adaptado de Ross et al., 2002.

1.2. ESQUISTOSSOMOSE, A DOENCA

No Brasil, cerca de 30 milhdes de pessoas estdo expostas ao risco de
contrair a esquistossomose e estima-se que 4 a 6 milhdes de individuos estéo
infectados com o S. mansoni sendo a regido Nordeste do pais a area mais

endémica (Gomes et al., 2012; Lambertucci, 2010). A transmissdo da doenca
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em Nosso pais ocorre em uma vasta area endémica que abrange o Maranhéao
até Espirito Santo e Minas Gerais (Figura 3). Ha também focos isolados no
Distrito Federal, e em estados como Pard, Piaui, Goias, Rio de Janeiro,
Séo Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul. Aléem disso, existem
casos importados de area endémica registrados em quase todo o territorio
nacional, principalmente, nos estados que sao considerados pontos de
migracdo. Em diferentes areas endémicas do Brasil, os indices de prevaléncia
e morbidade estdo reduzindo, no entanto a transmissao ainda mantém niveis
significativos. O padrédo de distribuicdo espacial da doenca indica que a
dindmica de transmissao do S. mansoni depende do inter-relacionamento entre
0 ecossistema, as pessoas e suas condi¢gdes sociais (Coura & Amaral, 2004;
Rokni, 2012).

Prurido e papulas eritematosas podem surgir posteriores a penetracao
das cercérias, mas essa dermatite ndo é frequente na populacdo de éarea
endémica. Os individuos infectados podem apresentar um quadro clinico
assintomatico que € comum em populacdes de areas endémicas. No entanto,
diferentes intensidades de manifestacdes clinicas sdo observadas, alguns
pacientes evoluem com um quadro relativamente grave, enquanto outros
desenvolvem sintomas leves. Os sintomas iniciais, como febre, mal-estar,
marcada eosinofilia, dores abdominais e diarréia, 0s quais caracterizam a
forma aguda da doenca podem comecar duas a seis semanas apés a
penetracdo das cercérias na pele (Rey, 2008; Rabelo,1995).

Os esquistossomos podem alcancar o sistema nervoso central (SNC) a
qualquer momento, a partir do instante em que o0os vermes amadurecem e
ocorre a oviposicdo, mas 0s casos de migracdo andmala sdo incomuns
(Carvalho, Coelho & Lenzi, 2008). Devido a isso o envolvimento do SNC pode
ocorrer em qualquer estagio clinico da infeccdo esquistossomatica
(Lambertucci et al., 2000). A forma medular € a mais conhecida da
neuroesquistossomose (Ferrari et al., 2011).

A fase crbnica da esquistossomose mansonica tem inicio apdos seis
meses de infeccdo, se nao tratada pode se estender por varios anos, sem
evidéncias de eliminacdo de vermes adultos durante a infecg&o. Clinicamente a
maioria dos pacientes que vivem em area endémica, apresenta as formas

assintomatica, intestinal ou hepatointestinal, ndo apresentando sinais e
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sintomas graves, sendo estes limitados a um ligeiro desconforto abdominal
associado a uma diarreia. Essa fase intestinal pode persistir por anos, pela
dificuldade no diagnostico e devido a pouca intensidade de infec¢do (Ministério
da Saude, 2005; Lambertucci et al., 2000).
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P>
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Mato Grosso
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Figura 3. Estados do Brasil com infecg&o por S.mansoni. Extraido de: Rokni, 2012.

1.3. DIAGNOSTICO

Os métodos de diagnéstico da esquistossomose podem ser agrupados
em duas categorias: os métodos de diagndstico direto, que detectam o parasito
ou suas partes, e os metodos indiretos que identificam evidéncias indiretas da
presenca do parasito (Carvalho, Coelho & Lenzi, 2008).

O diagnoéstico mais utilizado é a realizacdo do exame parasitoldgico de
fezes (diagnostico direto), preferencialmente através do método Kato-Katz, o

qual permite a visualizacdo e contagem dos ovos por grama de fezes,
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fornecendo assim, um indicador seguro para avaliar a intensidade da infeccéo
e eficacia do tratamento (Ministério da Saude, 2005). No entanto a deteccao
direta de ovos nas fezes ndo é possivel em infecches pré-patentes e o
diagnéstico é dificil naqueles pacientes com baixa taxa de eliminacdo de ovos
(Zhao et al., 2012).

A bi6psia ou Raspagem da Mucosa Retal também pode ser feita, mas
somente em casos especiais ja que é um procedimento invasivo, e tem como
principal vantagem a maior sensibilidade e verificacdo mais rapida do efeito
quimioterapico. Testes de Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) em
amostras de fezes, soro e plasma para deteccdo de DNA do parasito mostram-
se Uteis, mas ainda ndo estdo disponiveis na rotina (Gray, 2011).

Os métodos imunolégicos ou indiretos medem a resposta do organismo
hospedeiro frente a antigenos do parasito. O imunodiagndéstico, neste caso,
depende principalmente de anticorpos para detectar antigenos e destes para a
deteccdo de anticorpos (Sturrock, 2001), porém como 0s anticorpos persistem
depois da cura parasitolégica, as técnicas baseadas na pesquisa de anticorpos
podem ser limitadas, ndo distinguindo histéria de exposicdo da infeccédo ativa
(Ross et al., 2002). A maioria das técnicas de rotina detectam IgG, IgM ou IgE
contra antigenos solUveis do verme ou antigenos sollveis do ovo por ELISA,
Hemaglutinacdo Indireta e Imunofluorescéncia (Gryseels et al., 2006; Ross et
al., 2002).

Os métodos de imagem também podem ser utilizados para deteccdo das
lesGes provocadas por S. mansoni, particularmente no figado e no sistema
porta. Esses métodos séo a ultrassonografia (USG), a ressonancia magnética,
a tomografia computadorizada, a cintilografia e a esplenoportografia. Dentre
eles, a USG é o mais utilizado por ser ndo invasivo, de simples realizacéo, ndo
ter desvantagens da irradiacdo e ser comparativamente mais barato (Carvalho,
Coelho & Lenzi, 2008).

1.4. TRATAMENTO E CONTROLE
O tratamento para a esquistossomose é importante nao apenas visando

a cura da doenca ou a diminuicdo da carga parasitaria, mas também impedir a

sua evolucdo para formas mais graves (Ministério da Saude, 2005).
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O Praziquantel, descoberto em meados de 1970 (Ross et al., 2002), é a
droga de escolha para tratar a esquistossomose (Fenwick, 2006), o Ministério
da saude recomenda o tratamento de individuos infectados com doses Unicas
de praziquantel de 50-60 mg/Kg como forma de prevencdo do aumento da
morbidade e o estabelecimentode medidas de controle auxiliares tais como,
educacdo, saude e saneamento ambiental para reduzir a transmissao da
doenca (Galvéo et al., 2010). Uma repeticdo da dose pode ser feita de 6-12
semanas mais tarde visando a cura de infeccbes pré-patentes, principalmente
se for diagnosticada uma eosinofilia elevada com altos titulos de anticorpos
e/ou sintomas persistentes (Gryseels et al., 2006).

O mecanismo de acdo preciso do praziquantel ndo é completamente
conhecido, apresenta efeitos mais intensos sobre os vermes adultos, com
pouca ou nenhuma acdo sobre os ovos do parasito e vermes imaturos
(Gryseels et al., 2006). Interage com proteinas especificas do parasito que
regulam o fluxo de calcio, levando a um rapido influxo desse elemento para
dentro do verme (Cioli et al., 1995; Talima et al., 2007), a consequéncia desse
influxo é a contracdo instantanea da musculatura e vacuolizacdo do tegumento
do parasito (Esmat et al., 2009). Isso faz com que os canais de célcio sejam
indiretamente identificados como alvo molecular da droga (Gray et al., 2011). O
Praziquantel inibe completamente o sistema excretor do esquistossomo macho
adulto (Oliveira et al., 2006). Um dos efeitos desse farmaco é o rompimento do
tegumento com subsequente exposicdo de antigenos permitindo o ataque
posterior do sistema imunolégico do hospedeiro (Ribeiro et al., 2004).

Como 0 seu mecanismo exato de acdo ndo estd esclarecido, a
resisténcia a droga pode ter implicacdes preocupantes (Greenberg, 2004). No
Egito, onde a droga € amplamente usada, estudos de campo mostraram que
uma pequena porcentagem dos parasitos ndo morre (1-2,4%) mesmo depois
da administracdo repetida de doses elevadas do praziquantel (Ismail et al.,
1996).

Diferente do praziquantel que possui atividade contra todos os tipos de
espécies de esquistossomos, a oxaminiquina, droga descrita e produzida na
década de 60, possui atividade restrita ao S. mansoni. Uma hipétese para o
seu mecanismo de acdo € baseada nos efeitos anticolinérgicos, resultando na

perturbacdo da motilidade, interrompendo o peristaltismo e consequentemente
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a alimentacao do parasito. Pode ocorrer também a inibicdo da sintese de acido
nucléico do parasito (Abdul-Ghani et al., 2009). Em associagdo com o
praziquantel, a oxaminiquina apresenta taxa de cura de 40-50% na
esquistossomose aguda (Lambertucci, 2010).

Derivados da artemisina séo efetivos contra os estagios imaturos de S.
japonicum, S. mansoni e possivelmente S. haematobium (Shuhua et al., 2002),
mas h& limitacbes em relacdo a utilizagdo desses na quimioterapia
esquistossomicida, uma vez que possuem uma meia vida curta (Abdul-Ghani et
al., 2009). Artemether, um desses derivados, tem forte atividade contra os
esquistossémulos cerca de 21 dias ap0s a infeccdo (Ribeiro-dos Santos et al.,
2006) e induz resisténcia a reinfeccdo contra S. mansoni em camundongos
(Bergquist et al., 2004). Mirazid®, droga patenteada feita a partir do extrato de
Mirra, tem sido prescrita no Egito para o uso clinico em infeccbes por Fasciola
hepatica e esquistossomos, mas seu papel na terapia ndo esta esclarecido,
uma vez que seu mecanismo de acdo sobre S. mansoni é desconhecido e a
atividade esquistossomicida é controversa (Abdul-Ghani et al., 2009). Esse
farmaco causa a separacdo macho-fémea devido a perda permanente da
musculatura (Esmat et al., 2009).

Tém sido estudados os efeitos de novas drogas esquistossomicidas, 0s
acidos alquilaminoalcanotiosulfaricos. Estes compostos mostraram uma
significativa especificidade contra as fémeas do parasito (64-100% reducao) e
uma reducdo de 31-61% de vermes machos em camundongos Swiss
infectados com S. mansoni (Moreira et al., 2007). Esses acidos também
inibiram a atividade da ATP difosfohidrolase tegumentar de S. mansoni, bem
como a atividade da apirase de batata (Solanum tuberosum), enzima
estruturalmente similar a do parasito. (Penido et al., 2006).

Embora haja tratamento eficaz disponivel, devido a condi¢des
socioeconémicas dos paises endémicos, a reinfec¢éo é altamente prevalente e
pode levar ao estabelecimento da patologia (Dutra et al., 2002). Um estimulo
importante para desenvolver novas abordagens preventivas para a
esquistossomose é a observacao da repercussao dessa morbidade. Até 80%
das criancas que vivem em areas de alta transmissédo da doenca podem sofrer
inflamacé&o agressiva recorrente por causa da reinfeccdo em funcdo da

interrupcdo da quimioterapia (Hotez et al., 2010).



24

O controle da esquistossomose é dificultado em razdo de diversos
fatores, tais como: a ampla difusdo dos hospedeiros intermediarios; a
frequéncia do contato humano com a agua em atividades de trabalho agricola,
domeéstico e/ou por lazer; o tempo necessario para a educacao sanitaria e para
a aderéncia da comunidade aos programas de controle; a falta de agua
potével; as limitacdes do tratamento individual e em massa e a escassez de
abordagens preventivas associadas as acdes curativas nos servicos de
educacdo e/ou de saude (Coura et al., 2004). Além disso, estratégias de
prevencdo baseadas no contexto social da esquistossomose também podem
ter impacto sobre outras doencas que s&do alvo para o controle preventivo
(Bruun & Aagaard-Hansen, 2008).

1.5. RESPOSTA IMUNE NA ESQUISTOSSOMOSE E AS PROPOSTAS DE
VACINA

A penetracdo da cercaria na pele gera uma minima resposta imune. Esta
resposta pode ser uma adaptacdo fisica e bioquimica da larva neste novo
ambiente e para isto, ocorrem mudancas como a perda da cauda e do
glicocdlix, o qual recobre a membrana larval, havendo também a liberagdo de
proteinas com propriedades imunoregulatérias (Hansell et al., 2008; Jenkins et
al., 2005).

Nas primeiras 3-5 semanas apos a infeccdo esquistossomética (Figura
4), onde o hospedeiro € exposto a migracdo dos parasitos imaturos, ha a
predominancia de uma resposta Thl (Pearce & Macdonald, 2002), com niveis
maiores de leucdcitos e eosinofilia no sangue periférico na fase aguda (Caldas
et al., 2008). Essa resposta Thl é caracterizada por aumento nos niveis de
citocinas pro-inflamatorias circulantes como TNF-a e IFN-y (Schramm et al.,
2010;Pearce & Macdonald, 2002; Wilson et al., 2006). Em camundongos esse
perfil de resposta tem um papel protetor e também regulador da resposta Th2
(Khalife et al., 2000).

A medida que os parasitos tornam-se adultos, acasalam-se e comegam
a produzir ovos (5-6 semanas), a resposta € alterada para um perfil Th2
(Pearce & Macdonald, 2002), com alta producéo de IL-4, IL-5, IL-13 e sintese
de IgE, resultando em eosinofilia e mastocitose (Rutitzky & Stadecker, 2006;
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Schramm et al., 2010). A IL-4, que € uma citocina importante na polarizacdo da
resposta Th2, dirigindo o desenvolvimento da resposta granulomatosa,
estimula a producéo de IgE e ndo é requerida no desenvolvimento da fibrose,
porém, aumenta os efeitos da IL-13 sobre a fibrogénese (Burke et al., 2009;
Fallon et al., 2000).

Embora a resposta Th2 inicialmente seja para conter o parasito e
proteger o hospedeiro, ela pode causar danos durante a infeccdo cronica,
podendo contribuir para a fibrose severa e hipertensdo portal em alguns
individuos cronicamente infectados (Wynn et al., 2004). Nesta fase, o controle
desse perfil de resposta é feito pela IL-10, Tregs e macrofagos ativados
alternativamente (Schramm et al., 2010).

Nas infec¢des por qualquer espécie de Schistosoma, a patologia cronica
ndo é devida aos parasitos adultos, mas correlaciona-se com a resposta
imunolégica do hospedeiro dependente das células T que é dirigida contra 0os
ovos do esquistossomo. Estes ovos ficam aprisionados no tecido do
hospedeiro, principalmente no figado e intestino (locais com sinuséides
pequenos que dificultam a passagem dos ovos). Os ovos aderidos no tecido,
ainda viaveis, secretam varias moléculas antigénicas que levam a uma
inflamacdo granulomatosa programada por células TCD4+, envolvendo
eosinofilos, mondcitos, além dos linfocitos (McManus & Loukas, 2008; Pearce
& Macdonald, 2002).

A medida que esses ovos morrem, o granuloma tende a se resolver
formando uma rede de fibras coldgenas. Uma consequéncia grave € o aumento
da pressdo sanguinea portal. A resposta Th2 prolongada contribui para o
desenvolvimento da fibrose hepatica e morbidade crénica, contribuindo assim
para a sobrevivéncia do hospedeiro, tanto em humanos quanto em
camundongos. A IL-13 é a principal citocina responsavel pela fibrose hepéatica
no modelo murino (Pearce & Macdonald, 2002).

Uma terceira subpopulacado de células TCD4+, as células Th17, tem sido
investigada sobre seu papel na esquistossomose (Burke et al., 2009).
Inicialmente, acreditava-se que a imunopatologia inicial causada pelos ovos do
parasito e agravada com a imunizacédo de camundongos com SEA e CFA fosse
mediada por células Thl devido aos altos niveis de IFN-y associados a doenga.

Mas estudos recentes tem revelado que o desenvolvimento dos granulomas é
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primariamente dependente da resposta Th17 (Hammerich et al., 2010; Rutitzky
et al., 2001). E a neutralizagéo da IL-17, citocina produzida por células Thl17,
resulta em inibicho da imunopatologia, denotando seu papel direto na
patogénese da inflamac&o granulomatosa (Rutitzky & Stadecker, 2011).

Em relacdo aos mecanismos efetores dirigidos contra o parasito S.
mansoni, varios estudos tem mostrado que o0s anticorpos sdo citotoxicos para
esquistossébmulos na presenca de células efetoras, incluindo eosindfilos,
macrofagos e plaquetas. Na esquistossomose em ratos, a imunidade humoral
parece desempenhar um papel critico como mecanismo de defesa, enquanto
que as respostas mediadas por células séo insignificantes. Neste modelo, foi
mostrado que IgG2a e IgE (anticorpos anafilaticos) sdo capazes de mediar a
morte dos esquistossdmulos in vitro na presenca de eosindfilos. Na
esquistossomose humana, os mecanismos diretamente efetores tem sido
atribuidos aos anticorpos IgG1 e IgG3 (Khalife et al., 2000).

Em relagdo a resisténcia a doenca, existem evidéncias clinicas e
epidemioldgicas de que as pessoas que vivem em areas endémicas adquirem
alguma forma de resisténcia imunolégica apos anos de exposicao. A realizacao
de estudos comparativos de resisténcia ap0s tratamento curativo mostrou que
criancas sdo muito mais susceptiveis do que os adultos e essas diferencas ndo
podem ser explicadas por diferentes padrdes de contato com a agua. E
sugerido que a imunidade adquirida pode ser mediada por IgE, contra
antigenos da larva e dos vermes adultos (Gryseels et al.,, 2006), porém,
individuos que vivem em areas endémicas, mas nunca foram infectados com S.
mansoni possuem altos niveis de IgE contra antigenos do parasito. E proposto
que os individuos naturalmente resistentes a reinfeccdo apresentem forte
resposta Th2, com predominio de IgE como fator protetor contra a infeccéo
(Dutra et al., 2002; Pearce & Macdonald, 2002).

A andlise da resposta de anticorpos de pacientes de areas endémicas
mostrou que o desenvolvimento lento de imunidade a reinfeccdo apos o
tratamento é parcialmente atribuido a presenca continuada de anticorpos
bloqueadores em individuos susceptiveis (Correa-Oliveira et al., 2000). Altos
niveis de anticorpos IgE e 1gG4 s&o produzidos durante a infeccdo por
esquistossomos (Capron et al., 2005). Anticorpos IgG4 de humanos interferem

na degranulacdo de mastécitos mediada por IgE, podendo também reduzir as
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consequéncias danosas de qualquer reatividade alérgica induzida por IgE
(Correa-Oliveira et al., 2000). Niveis elevados de IgG4 estdo associados ao
aumento da susceptibilidade a reinfec¢do por esquistossomos. E a associacdo
entre altos niveis de 1gG4 e susceptibilidade foi proposto como um resultado do
efeito bloqueador dessa imunoglobulina sobre o efeito protetor de IgE
(Demeureetal.,1993).

Intensidade da resposta imune

Semanas apods a
infecgao

Y=%— \ 9

Esquistossomulos t/:,, o d Ovos

Vermes adultos

Cercaria

Figura 4. Resposta imune na esquistossomose. Extraido e adaptado de Pearce & Macdonald, 2008.

1.5.1. PROPOSTAS DE VACINA

Apesar do consideravel progresso quimioterpico e da existéncia de
moléculas altamente eficazes, como o praziquantel (PZQ), ainda ha uma
propagacao da esquistossomose para novas areas. Altas taxas de re-infecgcao
apos o tratamento em larga escala limitam a estratégia baseada apenas na
quimioterapia (McManus & Loukas, 2008). O principal desafio no
desenvolvimento de uma vacina contra a esquistossomose sera a identificacdo
de antigenos que estimulem uma resposta imune apropriada e leve o individuo

a resisténcia contra uma infeccéo (Yang et al., 2000).

Como os esquistossomos nao se replicam dentro de seus hospedeiros
mamiferos, uma vacina que induza a imunidade adquirida pode diminuir a
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patologia humana e a transmissdo da doenca. A vacinacdo pode ser
direcionada para a prevencdo e/ou para reduzir a fecundidade do parasito
(McManus & Loukas, 2008). Mais de cem antigenos de esquistossomos ja
foram identificados e caracterizados, mas menos de 10% deles tem sido
promissores e por isso, sdo selecionados para um desenvolvimento posterior
(Bergquist & MacManus, 2008).

Os principais alvos dos programas de desenvolvimento de vacinas
contra a esquistossomose sdo as proteinas da membrana, identificadas em
estudos conjuntos de gendmica, protedmica e analises da superficie externa ou
do tegumento de S. mansoni adulto. Apesar de poucas proteinas do
tegumentointeragirem diretamente com o sistema imunolégico do hospedeiro,
existem, em estudos, antigenos tegumentares promissores como possiveis
candidatos na formulacéo de vacinas (Loukas et al., 2007).

A Sm23, uma tetraspanina, mostrou-se mais eficaz quando testada
como vacina de DNA e ndo conferiu protecdo como proteina recombinante
quando formulada com alumen (DA’Dara et al., 2003; McManus & Loukas,
2008). Outra tetraspanina, TSP-2, € fortemente reconhecida por anticorpos
IgG1 e IgG3 (mas ndo IgE) de individuos naturalmente resistentes, diferente
dos pacientes cronicamente infectados ou néo expostos (Tran et al., 2006). A
Sm29, proteina expressa no tegumento de S. mansoni, quando utilizada como
candidata a vacina na forma recombinante, induziu altos niveis de protecdo em
camundongos, associada a uma resposta tipo Thl, reducdo da carga de
vermes, do granuloma hepético e de ovos no intestino (Cardoso et al., 2008).

Atualmente ha um antigeno recombinante bastante estudado no Brasil, o
Sm14, um potencial candidato a vacina (Oliveira et al., 2008). Este antigeno &
uma proteina ligadora de acido graxo que em experimentos com camundongos
e coelhos forneceu protecdo contra S. mansoni (Tendler & Simpson, 2008).
Houve uma alta reatividade desta proteina com anticorpos IgG1l e IgG3 em
soros de pacientes com esquistossomose, sendo essas subclasses de
imunoglobulinas associadas a eliminagcdo do parasito (Brito et al., 2000).
Fonseca e cols. (2006) relataram que a imunizagcdo de camundongos com a
vacina de DNA Sm14 coadministrada com um plasmideo expressando IL-12
induziu uma menor protecdo em relacdo aquela induzida pela vacina de DNA

sozinha, a qual apresentou 40% de protecéo.
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Outro candidato potencial a vacina que estd em desenvolvimento clinico
€ 0 Smp80, uma calpaina presente na membrana interna do tegumento e com
papel importante na renovacdo do mesmo (McManus & Loukas, 2008). Como
vacina de DNA mostrou 46% de reducdo na carga de vermes e uma reducao
de 28% na producéo de ovos em babuinos imunizados com a Sm-p80-VR1020
(Zhang et al., 2010).

A Sm28-GST € uma proteina expressa nos tecidos subtegumentares da
maioria dos estagios do parasito e na forma recombinante a mesma reduziu
significativamente o numero de vermes em ratos e hamsters (McManus &
Loukas, 2008). Outro antigeno promissor como candidato a vacina é o Sm97
(paramiosina), foi demonstrado que as subclasses de anticorpos IgG1l e IgG4
contra 0 mesmo sao consideradas marcadores de altos niveis de infeccéo
(Ribeiro de Jesus et al., 2000). Em relacdo ao perfil de resposta de linfécitos T
helper, 0 Sm97 induziu uma mistura de resposta Th1/Th2, com inclinagéo para
o perfil Th2 (Al-Sherbiny et al., 2003).

O antigeno do ovo de S.mansoni, Smp40, tem um papel importante na
dessensibilizacdo das células TCD4+ que medeiam a formacdo do granuloma,
e este evento pode ser usado como estratégia para prevenir ou melhorar os
sinais clinicos da esquistossomose,sendo, portanto, outro promissor candidato
a vacina (Abouel-Nour et al., 2006).

A vacinacdo utilizando peptideos sintéticos contendo epitopos
imunodominantes de antigenos vacinais compreende uma estratégia
alternativa no desenvolvimento de uma vacina, uma vez que esses Sao
facilmente produzidos (Oliveira et al.,, 2008). A MAP4, obtida na forma de
peptideo sintético a partir da enzima triose fosfato isomerase, tem epitopos
para células B e T e tem sido avaliada como potencial candidata a vacina (Reis
et al., 2008). Apesar de ser capaz de produzir resposta humoral significativa,
ndo ha predisposicdo para protecdo ou susceptibilidade (Al-Sharbiny et al.,
2003).

A SmATPDase 2 de S. mansoni foi identificada em cercarias,
esquistossdmulos, miracidio e verme adulto (Levano-Garcia et al., 2007) e
pode estar associada aos mecanismos de defesa do sistema imune contra o
parasito em varios estagios da doenca. Andlises de bioinformatica permitiram a

identificagdo de um dominio extenso, de 40 aminoacidos, compartilhado entre a
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proteina vegetal (apirase de batata) e a ATPDase 2 de S. mansoni (Faria-Pinto
et al., 2008 a e b; Vasconcelos et al., 2009), também conservado em isoformas
de organismos patogénicos filogeneticamente distantes (Maia, 2010).

O in6culo do r-potDomB, dominio B recombinante da apirase de batata,
mostrou-se imunoestimulatério ativando a resposta imune humoral de
camundongos BALB/c saudéaveis, aumentando a producéo dos subtipos IgG1 e
IgG2a (Maia, 2010; Maia et al., 2011). A imunizacdo dos camundongos Swiss
com apirase de batata ou com o r-potDominio B, emulsificados em adjuvantes
de Freund Completo e Incompleto, e posterior desafio com cercarias de S.
mansoni, ndo reduziu o nimero de vermes. Mas a andlise histopatolégica dos
granulomas de figado dos camundongos Swiss mostrou uma reducao
percentual da area do granuloma do grupo de animais pré-imunizados com
apirase e infectados. Este resultado foi evidenciado por uma reducdo do
conteudo celular e uma substituicdo deste infiltrado por fibras coldgenas, o que
sinaliza uma reducdo da inflamacdo que progride para a cicatrizagcdo e
resolucdo do granuloma (Soares, 2012). A apirase de batata, ao ser usada
como antigeno em ELISA, reagiu com anticorpos IgG (53% de
soropositividade, 42/80) e suas subclasses IgG1l ( 58% de soropositividade,
84/146) e de 1gG4 (58% de soropositividade, 85/ 146) em soros de pacientes
com esquistossomose de area endémica. Em criancas, a soropositividade de
IgG1 (72% de soropositividade, 52/72) para a apirase foi maior do que aquela
encontrada em adultos (43% de soropositividade, 32/74), enquanto a
soropositividade de 1gG4 foi similar nos dois grupos, 61% e 55%
respectivamente (Faria-Pinto et al., 2010b; Mendes et al., 2010). Em trabalho
prévio, nosso grupo testou os peptideos sintéticos SmB1LJ e SmB2LJ
derivados do dominio B da SmATPDase 2 com 35 amostras de soros de
pacientes com esquistossomose através de ELISA (Mendes, 2010). A
soropositividade de anticorpos IgG para os peptideos SmB1LJ foi de 23% e
SmB2LJ, 34%; para as suas subclasses IgG1 (SmB1LJ, 57%; SmB2LJ, 31%) e
1gG4 (SmB1LJ, 54%; SmB2LJ, 49%), a soropositividade foi maior, mostrando
que o dominio B conservado da SmATPDase 2 é rico em epitopos para células
B (Mendes, 2010). Esses resultados indicam que o peptideo SmB2LJ pode ser
usado nos estudos de métodos de diagndsticos e possivelmente nas

formulacgdes de vacinas contra a esquistossomose (Mendes et al., 2011).
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1.6. A FAMILIA DAS ATP difosfohidrolases

A identificacdo dessa familia de proteinas foi feita h4 dezesseis anos
através da clonagem do gene de uma isoforma de apirase de batata (Solanum
tuberosum) (Handa & Guidotti, 1996) e do sequenciamento de aminoacidos da
regido N-terminal da apirase de batata (Vasconcelos et al., 1996). O
alinhamento das sequéncias de aminoacidos dessa enzima em VAarios
organismos mostrou dois dominios similares para a ligacdo de fosfato,
indicando um possivel papel na ligacdo de nucleotideos e trés dominios
adicionais conservados. Esses dominios foram nomeados “regides
conservadas das apirases” ou ACRs, sendo as ideias contidas nestes trabalhos
responsaveis pelo agrupamento destas enzimas em uma nova familia de
proteinas (Vasconcelos et al., 2009; 1996; Handa & Guidotti, 1996).

As ATP difosfohidrolases (apirase, ATPDase, ATPase, NTPDase, EC
3.6.1.5) compbem uma familia de enzimas, caracterizadas pela sua
insensibilidade aos inibidores especificos do tipo P, F e V (Plesner, 1995). Sdo
capazes de hidrolisar nucleosideos di e tri-fosforilados, como ADP e ATP, em
seus respectivos mononucleotideos, sendo ativadas por ions bivalentes como
calcio e magnésio (Vasconcelos et al., 2009; Handa e Guidotti, 1996;
Zimmermmann, 2001).

As isoformas de ATP difosfohidrolases diferem em suas propriedades
cataliticas e em sua localizacéo celular, tendo sido identificadas em diferentes
organismos como parasitos, mamiferos e plantas, desempenhando papéis
importantes no controle dos niveis de nucleotideos em Varios processos
fisiolégicos (Faria-Pinto et al., 2006; Robson et al., 2006; Ketlun et al., 2005).
Em plantas, as apirases tém sido identificadas em varias espécies, podendo
ser uma proteina citosolica, nuclear ou associada a membrana, exibindo varios
papéis funcionais (Kettlun et al., 2005). Estudos em Arabdopsis, género de
planta pertencente a familia das Brassicaceae, sugeriram que o crescimento da
planta é fortemente dependente da expressdo da apirase, uma vez que a
supressdo de dois genes dessa proteina ou supressdo quimica de sua

atividade resultou em um crescimento prejudicado (Wu et al.,, 2007). Em
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relacdo a apirase de batata, foi sugerido que a mesma pode atuar na
biossintese de amido e de proteinas da parede celular (Anich et al., 1990).
Uma caracteristica peculiar a apirase de batata € sua solubilidade e o fato de
parecer ndo estar fortemente ligada a membrana como outras apirases de
plantas caracterizadas até o momento (Riewe et al., 2008), sendo fornecidas
evidéncias de isoformas localizadas no apoplasto que € o conjunto de
compartimentos exteriores a membrana plasmatica (Sattelmacher, 2001).

Em mamiferos, o primeiro membro da familia NTPDase descrito foi o
antigeno de ativacdo de linfécitos, CD39, que foi identificado como um
marcador de ativacdo de linfocitos B, células T, NK e mondcitos (Atkinson et
al., 2006). Oito genes diferentes codificam os membros dessa familia de
proteinas nesses animais. Dessas proteinas, quatro estdo localizadas na
superficie celular (NTPDase 1, 2,3 e 8) com um sitio catalitico extracelular. As
NTPDases 5 e 6 apresentam localizagao intracelular e podem ser secretadas.
Ja as NTPDases 4 e 7 sédo encontradas no meio intracelular em organelas
citoplasmaticas (Robson et al., 2006).

O papel funcional das NTPDases em mamiferos esta sendo estudado e
foi demonstrado a participacdo dessas proteinas em processos fisiolégicos que
envolvem a modulacdo de sinais mediados por receptores purinérgicos da
superficie celular como, por exemplo, promover a inibicdo da agregacédo
plaguetaria induzida por ADP e prevenir eventos como a trombose
(Vasconcelos et al., 2009; Robson et al., 2006). Em relacdo a localizagéo, as
NTPDases podem ser encontradas em varios 0rgaos, dentre eles, cérebro,
placenta humana, figado e pancreas (Leclerc et al., 2000; Kaczmarek et al.,
1996).

Em parasitos, as ATPDdifosfohidrolases ja foram caracterizadas em
Toxoplasma gondii (Bermudes et al., 1994), no qual existem duas isoformas
com 97% de homologia, mas com diferencas na taxa de hidrolise dos
nucleotideos (Knowles, 2011). Em tripanossomatideos, ja foram caracterizadas
em formas promastigostas de Leishmania (L.) amazonensis (Coimbra et al.,
2002), L. brasiliensis (Rezende-Soares et al., 2010) e Trypanosoma cruzi (Fieto
et al., 2004).

Em S. mansoni, esta enzima pode estar associada a mecanismos de

evasao do sistema imune do hospedeiro, sendo importante na recuperagao de
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purinas (Beaudoin et al., 1996; Vasconcelos et al., 1996). Porém, as funcdes
precisas das ATP difosfohidrolases em parasitos ainda ndo sdo completamente
compreendidas (Vasconcelos et al., 2009).

Em S. mansoni, o primeiro relato da presenca de atividade ATPDasica
na superficie externa do tegumento de vermes adultos foi feito por Vasconcelos
e cols. (1993). Neste parasito foram caracterizadas duas isoformas da enzima
com massa molecular aproximada de 63 kDa com diferentes eficiéncias
cataliticas, diferindo na solubilidade em detergentes (Vasconcelos et al., 1993;
Vasconcelos et al., 1996). Essas duas isoformas também foram identificadas
em homogeneizados de ovos de S. mansoni (Faria-Pinto et al., 2004).

Em 2003, De Marco e colaboradores fizeram a caracterizagdo molecular
da isoforma SmATPDase 1 de S. mansoni, a qual indicou que essa proteina é
expressa nos cinco estagios do ciclo do helminto. A SmATPDase 1, com
massa molecular predita de 61,353 KDa, apresenta duas porgcoes
transmembrana e possui alta similaridade com a CD39/ATPDase 1 humana
(DeMarco et al., 2003). Apenas em 2007 foi elucidada a segunda isoforma, a
SmATPDase 2 que teve seu gene clonado (Levano-Garcia et al., 2007). Nesse
trabalho foi mostrado que essa proteina possui massa molecular predita de
63,785 KDa com uma regido transmembrana amino-terminal possivelmente
sujeita a processamento pos traducional resultando em uma proteina
ativamente secretada por vermes adultos de 55 kDa, a qual apresenta maior
similaridade com as NTPDases 5 e 6 de mamiferos (Levano-Garcia et al.,
2007).

Enquanto a SmATPDase 1 estd localizada preferencialmente na
superficie externa do tegumento do verme, a SmATPDase 2 (Figura 5 A) pode
ser encontrada em algumas estruturas celulares internas do sincicio
tegumentar do verme (Levano-Garcia et al.,, 2007). A presenca de ATP
difosfohidrolase ativa na superficie de parasitos pode representar um alvo
potencial para terapia com drogas. Assim, novas drogas esquistossomicidas,
0os acidos alquilaminoalcanotiosulfuricos, foram testadas sobre as isoformas
dessa enzima de S. mansoni (Vasconcelos et al., 2009), S. mansoni, e esses
compostos inibiram a atividade da ATP difosfohidrolase tegumentar de S.

mansoni e da apirase de batata, sugerindo as proteinas do parasito como um
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alvo de drogas, e confirmando a similaridade estrutural destas com a apirase
de batata (Penido et al., 2007).

A apirase pura de Solanum tuberosum apresenta propriedades
imunoestimulatorias, uma vez que induz a producdo de anticorpos em
camundongos e coelhos. As duas isoformas de ATP difosfohidrolase isoladas
do parasito S. mansoni apresentam imunoreatividade cruzada com anticorpos
anti-apirase de batata produzidos nesses animais, sugerindo que as proteinas
do vegetal e do parasito compartilham epitopos conservados (Faria-Pinto et al.,
2004; 2006; Vasconcelos et al., 1996). Imunorreatividade cruzada também foi
obtida entre os anticorpos policlonais anti-apirase de batata feitos em coelho e
as isoformas de ATP difosfohidrolase de formas promastigotas de Leishmania
(L.) amazonensis, L. braziliensis e L.infantum (Maia et al., 2013; Rezende-
Soares et al., 2010;Coimbra et al., 2008).

O in6culo de apirase de batata pura em camundongos BALB/c foi capaz
de estimular o aumento nas concentracdes de anticorpos IgG1 e IgG2a contra
esta proteina, o que sugere a presenca de epitopos na proteina capazes de
induzir respostas com perfil Thl ou Th2 (Faria-Pinto et al., 2010b).

A imunoreatividade dos anticorpos anti-apirase de batata serviram como
ferramentas de imunolocalizacdo das proteinas desta familia em diversos
parasitos por técnicas de microscopia. Por microscopia confocal, anticorpos
anti-apirase de batata produzidos em coelho mostraram uma forte marcacéo na
superficie externa de vermes adultos de S. mansoni (Vasconcelos et al., 1996)
e na superficie externa dos miracidios de ovos (Figura 5 B) do mesmo parasito
(Faria-Pinto et al., 2004), indicando a presenca de uma das isoformas
possivelmente associada a membrana. Também foi observada intensa
fluorescéncia no envelope de Von Lichtenberg's e na superficie externa da
casca do ovo sugerindo que a isoforma solavel pode ser secretada (Faria-Pinto
et al., 2004).

Como ja mencionado neste trabalho, analises in silico foram feitas para
avaliar a relagao estrutural entre as isoformas descritas nos parasitos e na
proteina vegetal. Foi possivel observar a ocorréncia de dominios conservados,
sendo que as proteinas com alta homologia com a apirase de batata foram as
NDPases de Leishmania (30-33% de identidade), seguida pela SmATPDase 2
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de S. mansoni (28% de identidade) (Vasconcelos et al., 2009; Faria-Pinto et al.,
2008b).

A ocorréncia de um dominio conservado (nomeado de Dominio B) que &
compartilhado entre a proteina vegetal (apirase de batata) e a ATPDase 2 de
S. mansoni (Vasconcelos et al., 2009; Faria-Pinto et al., 2008a), o qual foi
identificado por andalises de bioinformatica, justificou a obtencdo de um
polipeptideo recombinante pertencente a apirase de batata (r-Dominio B) para
investigar o envolvimento deste dominio na antigenicidade, atividade e funcao
destas proteinas (Maia et al., 2011). O in6culo desse dominio em
camundongos Balb/c induziu a producdo de altos niveis de anticorpos IgG.
Também foi demonstrado que anticorpos IgG de pacientes com leishmaniose
americana cutanea (37% soropositividade) e de pacientes com
esquistossomose (40% soropositividade) exibiram significativa
imunoreatividade cruzada com o r-Dominio B, sugerindo que 0 mesmo é rico
em epitopos para células B (Maia et al., 2011).

Com base na relacdo estrutural e imunoreatividade cruzada entre a
proteina vegetal e as ATP difosfohidrolases do parasito S. mansoni, foram
sintetizados dois peptideos: SmB1LJ e SmB2LJ (Figura 5: D e E). Estas
regides pertencentes ao dominio conservado da SmATPDase 2 de S. mansoni
sdo homologas ao r-Dominio B da proteina da batata. Esses peptideos foram
desenhados com o objetivo de manter a capacidade de ligacdo de anticorpos,
de acordo com predicdo previamente efetuada que indicou sequéncias de
aminoacidos como potenciais ligantes de anticorpos (Faria-Pinto et al., 2008a).
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SmB1LJ: DDKFHHVQPGLSSYAEKPEEAA SmB2LJ: AALSLTKLINIAETSLPVDV

Figura 5: (A) Imunolocalizagdo da SmATPDase 2 (verde) e SmATPDase 1 (vermelho) no
tegumento do verme adulto de S. mansoni (modificado de Levano-Garcia et al.,2007). (B)
Imunolocalizacdo da ATP difosfohidrolase no ovo de S. mansoni com anticorpos anti-apirase
de batata mostrando a fluorescéncia homogeneamente distribuida na superficie externa do
miracidio (seta laranja), entre o miracidio e a membrana interna da casca do ovo (seta azul), e
fora da casca do ovo (seta branca) (Faria-Pinto et al., 2004).(C) Modelo tridimensional predito
no servidor PEP-FOLD para a ATPDase 2 de S. mansoni e para os peptideos SmB1LJ (D) e
(E) SmB2LJ, ambos derivados da regido B da SmATPDase 2 do parasito (Modificado de
Mendes, 2010).
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVOS GERAIS

Localizar a isoforma da ATPDase 2 de Shistosoma mansoni e avaliar a
imunogenicidade desta proteina durante a progressdo da esquistossomose
mansoni usando os peptideos sintéticos SmB1LJ e SmB2LJ derivados de seu

dominio B antigénico.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1. Avaliar o potencial imunoestimulatorio dos peptideos SmB1LJ e SmB2LJ
quantificando por ELISA a producédo de anticorpos IgG e suas subclasses 1gG1

e 1IgG2a em camundongos Balb/c previamente imunizados;

2.2.2. Avaliar o potencial inibitério e de imunodeplecdo de soros imunes
policlonais anti-SmB1LJ e anti-SmB2LJ de camundongos Balb/c sobre a
atividade fosfohidrolitica da preparacdo de ovos e vermes adultos de S.

mansoni;

2.2.3. Localizar a ATP difosfohidrolase solavel (ATPDase 2) em ovos de S.
mansoni usando soro imune policlonal anti-SmB2LJ de camundongos Balb/c e

microscopia confocal;

2.2.4. Avaliar por ELISA a reatividade de IgG e suas subclasses IgG1 e IgG2a
de soro de camundongos Swiss infectados com S. mansoni com os peptideos
SmB1LJ e SmB2LJ;

2.2.5. Avaliar por ELISA a reatividade dos peptideos sintéticos SmB1LJ e
SmB2LJ com amostras de plasmas de camundongos Swiss previamente
imunizados com a apirase de batata ou com r-potDominio B (polipeptideo

recombinante derivado desta proteina vegetal) e infectados com S. mansoni.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. REAGENTES

Todos os reagentes utilizados neste trabalho possuem alto grau de
pureza, e foram obtidos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA), Merck
(Rio de Janeiro, Brasil), Reagen (Rio de Janeiro, Brasil), Vetec (Rio de Janeiro,
Brasil) e da Cristalia (Sado Paulo, Brasil). Todas as solu¢cdes foram preparadas
usando agua deionizada obtidas em um sistema de resinas de troca idnica
atraves do deionizador Permution. Marcador de peso molecular pré-corado, anti-
IgG de coelho e de camundongo conjugados a peroxidase, membranas de

nitrocelulose e Kit ECL foram obtidos da GE Healthcare (Sdo Paulo, Brasil).

3.2. OBTENCAO DOS PEPTIDEOS SINTETICOS

Os peptideos SmB1LJ e SmB2LJ foram desenhados e projetados pela
Dra Eveline Gomes Vasconcelos do Laboratério de Estrutura e Funcédo de
Proteinas do ICB/UFJF. Foram obtidos por sintese em fase solida e purificados
como previamente descrito (Korkmaz et al., 2008). A massa molecular e a
pureza dos peptideos sintetizados foram determinadas por andlise de
aminoécidos e por MALDI-TOF, usando um espectrometro de massa Microflex-
LT (Bruker-Daltonics, Billerica, MA, USA). Estes peptideos foram sintetizados e
gentilmente doados pelo Dr. Luiz Juliano e pela Dra?. Maria Aparecida Juliano,
ambos do Departamento de Biofisica da Universidade Federal de Sdo Paulo
(UNIFESP).

3.3. IMUNIZACAO DE CAMUNDONGOS Balb/c COM OS PEPTIDEOS
SmB1LJ E SmB2LJ PARA A PRODUCAO DE ANTICORPOS POLICLONAIS
E QUANTIFICACAO POR ELISA

O peptideo SmB1LJ ou SmB2LJ (10 pg; Mendes, 2010) foi emulsificado
em Adjuvante Completo de Freund (ACF) e inoculado em camundongos Balb/c
(n=4) com 7 semanas de vida e peso aproximado de 22 g adquiridos do

Centro de Biologia da Reprodugéo (CBR), localizado no Instituto Ciéncias
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Biologicas da Universidade Federal de Juiz de Fora. Foram realizados 2
inoculos intraperitoneais com intervalo de 15 dias, sendo que no segundo, o
peptideo foi emulsificado com o Adjuvante Incompleto de Freund (AIF). Um
grupo de camundongos foi inoculado somente com o Adjuvante de Freund
Completo e Incompleto e, também como controle, outro grupo de animais foi
mantido nas mesmas condi¢cbes experimentais sem qualquer inéculo. Os
animais tiveram livre acesso a 4gua e ragdo. As amostras de sangue dos
animais foram obtidas antes do primeiro indculo e 15 dias do ultimo in6culo por
coleta através do plexo retro-orbital de cada camundongo, com auxilio de
pipeta Pasteur, e as amostras de soros pré-imune e imune, obtidas por
centrifugacdo em centrifuga clinica, foram estocadas a -20°C.O titulo de
anticorpos das subclasses IgG1l e IgG2a foi quantificado por ELISA, como
abaixo descrito.

A analise do perfil de isotipos de anticorpos reativos em amostras de
soros de camundongos por meio de ELISA, de acordo com metodologia
previamente descrita (Harlow & Lane, 1988). Os peptideos sintéticos (10
Hg/poco) solubilizados em NaHCO3 0,1 M, pH 9,6, foram adsorvidos a 4° C por
12 h em placas de microtitulacdo de 96 pocos (COSTAR). Apés a etapa de
bloqueio (Tween-20 0,05%; caseina 2,5%; tampéao fosfato 0,15 M, pH 7,2), os
soros de camundongos inoculados com os peptideos SmB1LJ (dil. 1:50 a
1:800) e SmB2LJ (dil. 1:100 a 1:25600) (Mendes, 2010) foram incubados a 4°
C por 4 h. Todas as amostras foram testadas em duplicatas. Os anticorpos
ligados aos antigenos na placa foram detectados utilizando os respectivos
isotipos de anticorpos secundarios conjugados a peroxidase e dihidrocloreto de
o-fenilenodiamina (OPD)/H202 como substrato. A cor subsequente foi lida em
um leitor de ELISA a 492 nm (Molecular Devices Corp., SOFTMAX PRO, Menlo
Park, CA, USA). Como antigeno de captura foi também usado o SWAP (10
Hg/poco). As analises estatisticas foram feitas usando o teste ndo parameétrico
e ndo pareado de Mann-Whitney e teste T para dois grupos de dados, e o teste
Kruskal Wallis para grupos de dados superior a dois, com o auxilio do software
GraphPad Prism, versdo 4 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA).
Valores de P < 0,05 foram considerados significativos. Os experimentos
realizados com animais foram conduzidos de acordo com o guia de “Principios

e cuidado no uso de animais de laboratério” e aprovados pelo Comité de
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Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Juiz de fora

conforme consta no protocolo n°® 017/09.

3.4. PREPARACAO DO HOMOGENEIZADO TOTAL DE VERMES ADULTOS

Caramujos da espécie Biomphalaria glabrata foram infectados com 15
miracidios/caramujo por meio de exposi¢cdo direta dentro de placas de Petri
durante duas horas. Ao final de 6-7 semanas, as cercarias liberadas por estes
caramujos foram utilizadas para a infeccdo de camundongos Swiss albinos, os
quais receberam inoculos de ~150 cercarias/animal por via subcutanea. O tipo
de infeccdo utilizado foi bissexuado, resultando em vermes adultos machos e
fémeas. Os animais infectados foram sacrificados ao final de aproximadamente
45 dias. O ciclo biolégico do S. mansoni é mantido no Laboratério de
Esquistossomose do CPgRR, Belo Horizonte, MG, sob a supervisdo do Dr.
Paulo Marcos Zech Coelho, onde foi preparada parte das amostras de
homogeneizado total utilizadas neste trabalho.

A preparacao do homogeneizado total de vermes adultos foi realizada de
acordo com a técnica previamente descrita (Colley et al.,1977). Os parasitos
foram extraidos dos camundongos Swiss albinos com 6 ou 7 semanas de
infeccdo. Em seguida, os vermes adultos de S. mansoni foram submetidos a
trituracdo mecanica em potter e o conteddo protéico determinado pelo método
de Lowry (1951).

3.5. ENSAIOS DE INIBICAO E IMUNOPRECIPITACAO ENZIMATICA POR
ANTICORPOS

Uma aliquota da preparacdo de vermes adultos de S. mansoni foi
adicionada a um meio de reacdo padrdao contendo tampao MOPS 50 mM, pH
7,4, ouabaina 1 mM, azida 10 mM, CaCl25 mM, MgClz 2 mM, NaCl 150 mM, KCI
5mM (tampé&o de atividade), e suplementado com 1 mg/ml do detergente nao-
ibnico C12E9. Posteriormente, a concentracdo de proteinas foi medida (Lowry et
al., 1951).
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O soro imune policlonal anti-apirase de batata (1: 500), anti-SmB2LJ
(diluicdo: 1:400) ou anti-SmB1LJ (diluicdo 1:400) foi adicionado a uma aliquota
deste solubilizado. Esta mistura foi incubada por 3 horas a temperatura
ambiente sob leve agitacdo. Ao final deste tempo, aliquotas foram usadas para
a medida da hidrolise de ATP e ADP.

A medida de atividade fosfohidrolitica foi feita em meio de reacéo padréo
contendo tampdo de atividade e 0,05 mg proteina/ml. A medida de atividade
hidrolitica foi iniciada com a adicdo de 3 mM do substrato ATP ou ADP,
incubada por 60 minutos a 37°C, e interrompida pela adicdo de 1 volume de HCI
0,1 N. A quantidade de fosfato inorganico (Pi) liberado foi determinada
espectrofotometricamente (Taussky & Shorr, 1953).

A proteina A-Sepharose (3 ul/100 ul amostra) foi adicionada, e a
incubacdo estendida por mais 2 horas. Como controle, soro pré-imune de
camundongo (diluicdo final 1: 400) foi usado sob as mesmas condi¢cbes. O
complexo Sepharose Proteina A-anticorpo-antigeno foi sedimentado por
centrifugacéo durante 5 minutos, lavado com tampao MOPS 50 mM, pH 7,4 por
centrifugacéo, solubilizado em tampdo de amostra e aplicado em gel de
poliacrilamida a 10% com 0,1% de dodecil sulfato de sodio (SDS), segundo
descrito por Laemmli (1970) e, em seguida, eletrotransferido para membranas
de nitrocelulose para posterior “Western blot”. O sobrenadante (0,1 mg de
proteina/ml) foi usado para medida da atividade fosfohidrolitica pela adi¢cdo de

ATP ou ADP, como ja descrito.

3.6. ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA E “WESTERN BLOT”

O complexo Sepharose Proteina A-anticorpo-antigeno isolado da
preparacao de homogeneizado total de vermes adultos, obtido conforme o item
3.4, foi submetido a SDS-PAGE 10% de acordo com Laemmli (1970), em um
sistema de eletroforese (Mini Protean Ill, BioRad). Padréo de peso molecular
pré-corado também foi aplicado. O gel foi eletrotransferido para membrana de
nitrocelulose e a mesma foi bloqueada (Tampéo fosfato 0,15 M, pH 7,4 com
Tween 20 a 0,1% e caseina a 3%), conforme procedimentos padrédo (Harlow e

Lane, 1988). O “Western blot” foi desenvolvido com soro policlonal de coelho



42

(dil. 1: 2000) contendo anticorpos anti-apirase de batata (Faria-Pinto et al.,
2010). As membranas foram reveladas por quimioluminescéncia com o
anticorpo secundério especifico (1: 3000) acoplado a peroxidase e Luminol
como substrato, seguido de exposicdo a filmes de raio-X, de acordo com as
instrucdes do fabricante (ECL Western Blotting System; GE Healthcare Life
Sciences, Brasil).

3.7. PURIFICACAO DA APIRASE DE BATATA

A purificacdo de apirase de batata S. tuberosum, de origem comercial,
foi realizada de acordo com método previamente descrito (Traverso-Cori et al.,
1965; Kettlun et al.,, 1982). Em resumo, as batatas foram descascadas e
trituradas em liquidificador, com adic&o de acido tioglicélico 10 mM para inibir o
escurecimento pela agdo das tirosinases. Foi feita a remo¢do do amido. Em
seguida, as proteinas em solugcdo foram precipitadas por adi¢cdo lenta e sob
agitacdo de sulfato de amoénio até atingir saturacdo adequada.Nesta etapa, o
precipitado ressuspenso em acido tioglicélico a 10 mM. Este procedimento foi
repetido 3 vezes. Cada centrifugacéo foi realizada a 13.000 g por 10 min, sob
refrigeracdo. Apés a precipitacdo final, as amostras foram submetidas a
colunas de filtracdo em gel (Sephadex G-25 e Sephadex G-100) e, como etapa
final, coluna de troca-i6nica (carboximetil celulose), seguida de dialise. Os picos
de proteinas extraidas das colunas foram determinados pela medida de
densidade Optica a 280 nm, e a identificagdo das atividades ATPasica e
ADPasica pelo Método de Taussky e Shorr (1953). O rendimento da purificacdo
foi verificado ao longo do processo através de dosagem de proteinas (Lowry et
al.,1951), atividade enzimatica e eletroforese em gel de poliacrilamida a 10% e
0,1% de SDS (Laemmli, 1970), seguida de coloracdo pelo Coomassie blue.

3.8. OBTENCAO DO r-potDominio B

O dominio B recombinante (r-potDom B, massa molecular 5493 Da) foi
gerado pela fusdo de uma cauda de hexahistidina ligada a regido N-terminal do
dominio  conservado  (r78-117: EYFMATEPGLSSYAEDPKAAANSLEP
LLDGAEGVVPQELQ) da apirase de batata. O plasmidio recombinante foi
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usado para transformar Escherichia coli BL21 (DE3) em meio de cultura SOB
(“super optimal broth”) contendo ampicilina. A expressdo do recombinante foi
induzida por isopropil-b-tiogalactopiranosideo (IPTG). O polipeptideo
recombinante (r-potDominio B) foi purificado por cromatografia de afinidade em
His-Trap (GE Healthcare Life Science, Brasil), de acordo com instru¢cdes do
fabricante. A concentracdo de proteina foi determinada pelo método de Lowry
(Lowry et al., 1951). A pureza do r-potDominio B foi comprovada por SDS-
PAGE, “Dot blot”, “Western blot” e ELISA, usando anticorpos anti-apirase de
batata produzidos em coelho e anticorpos anti-histidina, e como antigenos o
homogeneizado de E. coli BL21, a apirase de batata e o r-potDominio B (Maia,
2010; Maia et al., 2011). O r-potDominio B foi obtido com a colaboragéo do
Prof. Dr. Marcelo Oliveira Santos do laboratério de Genética da Universidade

Federal de Juiz de Fora.

3.9. IMUNIZACAO DE CAMUNDONGOS SWISS COM APIRASE DE BATATA
OU COM O POLIPEPTIDEO RECOMBINANTE r-potDominio B E
QUANTIFICACAO DE ANTICORPOS POR ELISA

Fémeas de camundongos Swiss com 7 semanas de vida e peso
aproximado de 22 g foram adquiridas do Centro de Biologia da Reproducao
(CBR), localizado no Instituto Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal de
Juiz de Fora. Os grupos de animais experimentais (n= 10/grupo) foram: grupo
controle — sem imunizacdo; imunizado apenas com o adjuvante; imunizado
com a apirase de batataou com r-potDominio B. Os camundongos receberam 2
doses peritoneais de apirase de batata (10 ug) ou r-poDominio B (10ug), com
intervalo de 15 dias. Os antigenos foram emulsificados em Adjuvante Completo
de Freund para o primeiro inéculo, e em Adjuvante Incompleto de Freund para
0 segundo inoculo. Quinze dias ap6s a imunizagdo, amostras de sangue foram
coletadas pelo plexo orbital dos animais em experimentacdo. O plasma foi
separado e utilizado em técnicas de ELISA para a quantificacdo dos niveis de
anticorpos usando a apirase de batata, r-potDomimio B ou SEA como
antigenos de captura. Aliguotas dessa soroteca foram utilizadas no trabalho de

Soares (2012) e nos experimentos dessa dissertacéo.
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Quinze dias apdés a segunda imunizacdo, os camundongos Swiss dos
grupos controle — sem imunizacgdo; inoculado com o adjuvante Completo e
Incompleto de Freund, imunizado com a apirase de batata e imunizado com r-
potDominio B foram infectados com 50 cercérias de S. mansoni (Smithers &
Terry, 1965; Pellegrino & Siqueira, 1956). Ao final de aproximadamente 45
dias, foi feita nova coleta de sangue pelo plexo orbital desses animais, os quais
foram posteriormente sacrificados. O plasma foi separado e utilizado em
técnicas de ELISA na diluicdo de 1: 200, sendo os peptideos SmB1LJ (10
pg/poco) e SmB2LJ (10 pg/poco) usados como antigenos de captura. As
andlises estatisticas foram feitas de acordo com o item 3.3 descrito acima. O
calculo da taxa de 1gG1/lgG2a foi realizado através da divisdo dos valores
obtidos pela média da reatividade de anticorpos IgGlcom os peptideos
SmB1LJ e SmB2LJsendo esse valor dividido pela média da reatividade das
amostras para o subtipo IgG2a. Essa taxa foi utilizada em amostras de soros

de animais imunizados e infectados.

3.10. IMUNOLOCALIZACAO DA ATP difosfohidrolase SOLUVEL EM OVOS

DE S. mansoni

As amostras de figado de camundongos foram coletadas oito semanas
apos a infecgao experimental e congelados em TissueTek “OCT Compoud” por
imersdo em nitrogénio liquido. Cortes micrométricos (10 mm de espessura)
foram aderidos a laminas previamente tratadas com poli-L-Lisina e fixados em
acetona por 30 min a 20 ° C. Apds secagem, os cortes foram bloqueados por
incubacdo em PBS contendo 2% de leite desnatado, 2,5% albumina bovina e
8% de soro fetal bovino por 45 min a temperatura ambiente e lavados em PBS
por trés vezes. Em seguida, os cortes foram incubados overnight a 4 °C em
PBS com o soro de camundongo contendo anticorpos anti-SmB2LJ (1:400). As
laminas foram lavadas em PBS por duas vezes durante 15 min com agitacao
suave e incubadas por 60 min a 37 © C em PBS contendo o anticorpo
secundario de camundongo (IgG) (Sigma) conjugado ao corante Alexa Fluor
488. As laminas foram lavadas novamente, como descrito acima, antes da
adicdo de DABCO (1,4-Diazobicilo [2,2,2] octano). Como controle, algumas
laminas foram incubadas com anticorpo secundario sozinho. Para reduzir e

discriminar a excessiva autofluorescéncia vermelha da casca dos ovos de S.
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mansoni, as laminas foram analisadas usando um Microscépio de Varredura
Confocal a Laser invertido LSM 510- Zeiss do Instituto Oswaldo Cruz /Fiocruz,
Rio de Janeiro, Brasil.

3.11. INFECCAO EXPERIMENTAL E PERFUSAO

Cercéarias obtidas de caramujos Biomphalaria glabrata infectados com
miracidios provenientes da cepa LE de Belo Horizonte foram usadas para a
infeccdo. Quinze dias apds a segunda dose de imunizacdo 0s animais em
experimentacao foram submetidos a infeccdo subcutanea com 50 cercérias de
S. mansoni. Apés 60 dias (8 a 9 semanas) da infeccdo os animais foram
anestesiados e submetidos a coleta de sangue. Apds a coleta, foi realizado o
aprofundamento da anestesia e eutanasia dos camundongos para a realizacao
da perfusdo total do sangue com salina heparinizada (NaCl a 0,85%)
(Pellegrino & Siqueira, 1956) possibilitando a recuperacao dos vermes adultos

do mesentério e do sistema porta hepatico.
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4. RESULTADOS

4.1. PROPRIEDADES IMUNOESTIMULATORIAS DOS PEPTIDEOS SmB1LJ
E SmB2LJ EM CAMUNDONGOS Balb/c

Os soros imunes produzidos em camundongos Balb/c inoculados com os
peptideos foram usados para a quantificacdo de anticorpos IgG1l ou IgGa por
ELISA, usando os peptideos SmB1LJ e SmB2LJ como antigenos. O peptideo
SmB1LJ (Figura 6) foi capaz de elevar a producéo de anticorpos IgG1 (Figura
6, A) e IgG2a (Figura 6, B) em niveis significativamente maiores que o controle
até a diluicdo 1:50 e 1:100, respectivamente. A imunizacdo com o peptideo
SmB2LJ foi mais eficiente, e os niveis de IgGl e IgG2a estavam
significativamente maiores que o controle até a diluicdo 1:25600 (Figura 7, A e
B).
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Figura 6. Propriedades imunoestimulatérias do peptideo sintético SmB1LJ derivado do
dominio B conservado da ATPDase 2 de S. mansoni. Anticorpos das subclasses IgG1 (A) e
IgG2a (B) foram quantificados em amostras de soro de camundongos Balb/c (n= 4) pré-
inoculados com SmB1LJ. Amostras de soro de animais ndo imunizados (C) foram usadas como
controle. Os valores sdo expressos em densidade oOtica da média + desvio padrdo do
experimento feito em duplicatas.

*P < 0,05.
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Figura 7. Propriedades imunoestimulatérias do peptideo SmB2LJ derivado do dominio B da
ATPDase 2 de S. mansoni — Anticorpos das subclasses 1gG1 (A) e lgG2a (B) foram
guantificados em amostras de soro de camundongos Balb/c (n= 4) pré-inoculados com
SmB2LJ. As amostras de soros de animais ndo imunizados (Cl) ou de camundongos

inoculados com ACF e AlF (C2) foram usadas como controle. Os resultados séo expressos em
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densidade ética da média + desvio padrdo do experimento feito em duplicatas para todas as
diluicbes.*P < 0,05.

4.2. POTENCIAL INIBITORIO DE ANTICORPOS POLICLONAIS anti-
SmB1LJ E anti-SmB2LJ SOBRE A ATIVIDADE FOSFOHIDROLITICA DA
PREPARACAO DE VERMES ADULTOS

A capacidade de inibicdo dos soros imunes anti-SmB1LJ e anti-SmB2LJ
sobre a atividade ATP difosfohidrolasica de preparacdo de vermes adultos
solubilizada em C12E9 foi testada através de incubacdo durante 3 h a
temperatura ambiente, sob leve agitacdo, usando como controle o soro pré-
imune (Figura 8). Os anticorpos anti-SmB2LJ foram capazes de inibir in vitro
aproximadamente 62,22% da atividade ATPasica quando comparado ao
controle feito com soro pré-imune, diferente dos anticorpos anti-SmB1LJ que
nao inibiram a atividade da enzima quando o ATP foi usado como substrato.
Em contrapartida, os anticorpos anti-SmB1LJ inibiram cerca de 92,30% da
atividade ADPasica e os anticorpos anti-SmB2LJ inibiram em menor propor¢ao

essa atividade, aproximadamente 36,92% (Figura 8).
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Figura 8. Inibicdo da atividade fosfohidrolitica de preparagdo de vermes adultos solubilizada
em C12E9 por anticorpos policlonais anti-SmB1LJ e anti-SmB2LJ diluidos 1: 400. A hidrélise
de ATP ou ADP foi medida na prepara¢do pré-incubada com soro pré-imune (Controle), soros
imunes anti-SmB1LJ ou anti-SmB2LJ. Os experimentos foram repetidos duas vezes com

resultados similares.

4.3. IDENTIFICACAO DA ATPDase 2 DE S. mansoni POR ANTICORPOS
ANTI-SmB1LJ E ANTI-SmB2LJ

O soro de camundongo Balb/c contendo anticorpos policlonais anti-
SmB1LJ e anti-SmB2LJ foi testado em experimentos de imunodeplecdo de
atividade enzimatica, usando homogeneizado total de verme adulto previamente
solubilizado em C12E9, um detergente ndo ibnico capaz de manter a atividade
hidrolitica da enzima. Nas condicdes experimentais utilizadas, anticorpos
policlonais anti-SmB1LJ e anti-SmB2LJ foram capazes de imunodepletar

96,08% e 41,89% da atividade ADPasica quando comparado ao seu respectivo
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controle. A atividade ATPasica ndo foi imunodepletada quando comparada ao

seu respectivo controle (Figura 9).

O complexo imunoprecipitado resina-anticorpo-antigeno foi lavado e
submetido a eletroforese e “Western blot”. Como observado na figura 10, os
anticorpos policlonais anti- SmB1LJ (A) e anti-SmB2LJ (B) acoplados a Proteina
A-Sepharose imunoprecipitaram 3 bandas de aproximadamente 55, 63 e 76 kDa
da preparacdo de vermes adultos, as quais foram reconhecidas por anticorpos
policlonais de coelho anti-apirase de batata (Figura 10). O anti-SmB1LJ

reconheceu a banda de 55 kDa mais fracamente.
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Figura 9. Imunodeplecdo da atividade fosfohidrolitica de preparacdo de vermes adultos
solubilizada em C12E9 por anticorpos policlonais anti-SmB1LJ e anti-SmB2LJ imobilizados em
proteina A Sepharose. A hidrdlise de ATP ou ADP foi medida no sobrenadante obtido apés
centrifugacao da preparagdo contendo o complexo resina-anticorpo-antigeno. Os experimentos

foram repetidos duas vezes com resultados similares.
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Figura 10. Identificagdo da ATPDase 2 de S. mansoni usando anticorpos policlonais anti-
SmB1LJ e anti-SmB2LJ.O complexo Proteina A-anticorpo anti-SmB1LJ-antigeno (A) e o
complexo Proteina A-anticorpo anti-SmB2LJ-antigeno (B) isolado da preparacdo de
homogeneizado total de vermes adultos (0,05 mg/ml) foi submetido a eletroforese em gel de
poliacrilamida a 10% e 0,1% de SDS, seguida de eletrotransferéncia para membrana de
nitrocelulose. O “Western blot” foi desenvolvido com soro imune de camundongo contendo
anticorpos policlonais anti-apirase de batata (diluido 1: 2000). As membranas foram reveladas
por quimioluminescéncia com o anticorpo secundario especifico acoplado a peroxidase e

Luminol como substrato, usando o kit ECL como recomendado pelo fabricante (GE Healthcare,

Brasil).

4.4, IMUNOLOCALIZACAO DA ATP difosfohidrolase SOLUVEL (ATPDase
2) EM OVOS DE Schistosoma mansoni
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Com o objetivo de localizar, especificamente, a ATP difosfohidrolase
soluvel (ATPDase 2) no ovo de S. mansoni,cortes micrométricos do figado de
camundongos infectados foram observadas por imunofluorescéncia indireta
utilizando microscopia confocal a laser apds a incubagdo com anti-SmB2LJ (dil.
1:400) seguida por anti-lgG de camundongo conjugado com o corante Alexa
Flior 488. Como mostrado na figura 11, material imunorreativo granular
(verde) foi visivel imediatamente fora da casca do ovo (B e D; seta 1) e
espalhado distante da mesma, formando depdsitos na area periovular central
da reacdo granulomatosa e confirmando que a isoforma soluvel é secretada.
Essa proteina também foi detectada na superficie externa do miracidio (B e D;
seta 2: C, seta 1) e no envelope de Von Lichtenberg, regido entre o miracidio e
a casa do ovo (C, seta 2).Nenhuma marcacdo foi observada quando as
amostras foram incubadas apenas com o anticorpo secundario (Figura 11 A) e
nenhuma marcagdo foi observada no tecido granulomatoso circundante.
Reatividade negativa também foi observada no parénquima hepético, vasos

sanguineos e canais biliares (dados ndo mostrados).



Figura 11: Localizagdo imunohistoquimica da ATPDase 2 no ovo de S. mansoni por

anticorpos anti-SmB2LJ. Anticorpos anti-SmB2LJ de camundongos Balb/c (diluicdo 1: 400) e
anticorpo secundario ligado a Alexa Fluor 488 foram usados para a detec¢do da fluorescéncia
(verde) da ATPDase 2 nos cortes micrométricos do figado de camundongos infectados. A: as
secdes foram incubadas apenas com anticorpo secundario; B: aspecto geral da casca do ovo e
S. mansoni mostrando a fluorescéncia distribuida fora da casca do ovo (seta 1) e na superficie
externa ao miracidio (seta 2); C: fluorescéncia distribuida na superficie externa do miracidio e
no envelope de Von Lichtenberg’s, localizado na regido entre o miracidio e a membrana interna

da casca do ovo (seta 2); D: material granular aprisionado pelos microespinhos de superficie,
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localizados fora da casca do ovo e longe da mesma (seta 1) e na superficie do miracidio (seta
2).

4.5. REATIVIDADE DOS PEPTIDEOS SmB1LJ OU SmB2LJ COM PLASMA
DE CAMUNDONGOS SWISS INFECTADOS COM Schistosoma mansoni

Grupos de camundongos Swiss (n=10 animais/grupo), com 90 dias,
foram infectados pela injecdo intraperitoneal de 50 cercarias de S. mansoni. A
infeccdo foi mantida por 60 dias. Ao fim deste periodo, foi feita a coleta de
sangue.

Amostras de plasma (dil.1:200) desses animais foram utilizadas para a
avaliacdo do perfil de anticorpos reativos com o0s peptideos SmB1LJ
(10ug/poco) e SmB2LJ (10 pg/poco), usados como antigenos em ELISA.

A reatividade de SmB1LJ (0,275 + 0,088) com anticorpos IgG (Figura
12,A) dos animais infectados com S. mansoni foi significativamente maior
(P<0,001) que o grupo controle (0,097 + 0,030). A reatividade desse peptideo
(0,941 + 0,184) com anticorpos IgG1 (Figura 12, B) dos animais infectados
também foi significativamente maior (P< 0,001) que o grupo de animais
saudaveis (0,427 + 0,149). J& a reatividade anticorpos IgG2a (Figura 12, C)
com o peptideo SmB1LJ (0,484 + 0,198) apesar de ser significativamente
maior (P< 0,01) que o grupo controle (0,290 £+ 0,088) teve uma significancia
menor do que a da subclasse de anticorpos IgG1.

Quando o peptideo SmB2LJ foi usado como antigeno (Figura 13), a
reatividade (1,147 £ 0,316) que apresentou significancia (P< 0,001) em relacao
ao grupo controle (0,428 + 0,149) foi a da subclasse de anticorpos IgGl

(Figura 13,B) dos camundongos Swiss infectados com S. mansoni.
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Figura 12. Reatividade dos anticorpos IgG (A), IgG1(B) e lgG2a (C) de camundongos Swiss
(n=10/grupo) infectados com 50 cercarias de S. mansoni ou de camundongos Swiss saudaveis
(Controle) com o peptideo SmB1LJ (10 pg/pogo) como antigeno em ELISA. Amostras de
plasma desses animais foram diluidas 1: 200.0s resultados estdo expressos em densidade
Gtica.

** P< 0,01;***P< 0,001.
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Figura 13. Reatividade dos anticorpos IgG(A), IgG1(B) e IgG2a (C) de camundongos Swiss
(n=10 /grupo) infectados com 50 cercarias de S. mansoni ou de camundongos Swiss saudaveis

(Controle), usando o peptideo SmB2LJ (10 pg/po¢o) como antigeno em ELISA. Amostras de
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plasma desses animais foram diluidas 1: 200. Os resultados estdo expressos em densidade

Gtica. Os resultados estdo expressos em densidade 6Gtica.***P<0,001.

4.6. REATIVIDADE DOS PEPTIDEOS SmB1LJ E SmB2LJ COM PLASMAS
DE CAMUNDONGOS SWISS IMUNIZADOS COM APIRASE DE BATATA OU
r-potDOMINIO B

Grupos de camundongos Swiss (n= 10 animais/grupo) foram imunizados
com apirase de batata (10 pg) ou r-potDominio B (10 pg). O r-potDominio B é
um polipeptideo recombinante derivado do dominio B da apirase de batata, que
possui alta identidade com os peptideos SmB1LJ e SmB2LJ os quais sdo
derivados do dominio B da ATPDase 2 de S. mansoni.

Quando o peptideo SmB1LJ foi usado como antigeno em ELISA,0 nivel
de reatividade de anticorpos IgG reativos (diluicdo 1: 200) (Figura 14,A) dos
animais que receberam o in6culo da apirase de batata (0,151 + 0,029) foi
significativamente maior (p <0,05)que o nivel detectado para o grupo controle
(0,097 £ 0,030) e,também, significativamente maior (p <0,05) quando
comparado ao nivel de reatividade com r-potDominio B (0,095 + 0,022).

Ja4 o nivel de anticorpos IgG1l (Figura 14,B) reativos dos animais
inoculados com a apirase de batataapresentou diferenca estatistica mais
acentuada (p < 0,01), sendo quase duas vezes mais reativo (0,569 + 0,529)
que o seu controle (0,190 = 0,035). O nivel de anticorpos IgGl de
camundongos imunizados com r-potDominio B foi similar aos controles (Figura
15, B). Os niveis de anticorpos IgG2a reativos (Figura 14, C) com o peptideo
SmB1LJ foram similares ao controle.

Quando o SmB2LJ foi usado como antigeno, a reatividade de anticorpos
IgG e seus subtipos IgGl e IgG2a com este peptideo ndo apresentaram
diferencas significativas em relacédo aos seus respectivos controles (Figura 15,
A, BeC).
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Figura 14. Reatividade do peptideo SmB1LJ (10 pg/pogo) com anticorpos IgG(A), IgG1(B) e
IgG2a (C) de camundongos Swiss (n=10 /grupo) pré- imunizados com a apirase de batata, com
0 peptideo recombinante r-potDominio Bou sem qualquer inéculo (Controle) em ELISA. As
amostras de plasma desses animais foramdiluidas 1: 200. Os resultados estdo expressos em
densidade ética. *P< 0,05; **P< 0,01.
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Figura 15. Reatividade do peptideo SmB2LJ (10 pg/pogo) com anticorpos 1gG (A), IgG1(B) e
IgG2a (C) de camundongos Swiss (n=10/grupo) pré- imunizados com a apirase de batata, com

0 peptideo recombinante r-potDominio B (rDomB) ou sem qualquer inéculo (Controle) em
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ELISA. As amostras de plasma desses animais foram diluidas 1: 200. Os resultados estdo
expressos em densidade 6tica.

Em relacdo a taxa de 1gG1/IgG2a para o peptideo SmB1LJ (Tabela 1 A)
dos animais imunizados com a apirase de batata foi maior (1,64) que o grupo
controle (0,71), 0 mesmo se ocorreu com 0S animais imunizados com o r-
potDominio B (1,00). A taxa 1gG1/IgG2a para o SmB2LJ (Tabela 1 B) dos
animais imunizados com a apirase (2,4) de batata e r-potDominio B (1,80)

foram maiores que o grupo controle (1,62), porém, em menor propor¢ao do que
o SmB1LJ.

Tabela 1 (A e B) - Taxa de reatividade 1gG1/IlgG2a de camundongos Swiss
imunizados com a apirase de batata ou r-potDominio B usando os peptideos

como antigenos.

A

Antigeno Apds a imunizagao” Taxa IlgG1/lgG2a##
SmB1LJ/ IgG total lgG1 lgG2a

Grupos

Controle 0,097 + 0,030 0,190 * 0,035 0,267 + 0,052 0,71

Apirase 0,151 +0,029* 0,569 + 0,529** 0,345+ 0,121 1,64
rDomB 0,095+ 0,022 0,287 + 0,105 0,287 + 0,089 1,00
B
Antigeno Apés a imunizacao” Taxa lgG1/IgG2a##
SmB2LJ/ IgG total lgG1 IgG2a
Grupos

Controle 0,165 + 0,024 0,428 +0,149 0,264 +0,061 1,62
Apirase 0,169 £+ 0,035 0,744 +0,604 0,309 +0,162 2,40
rDomB 0,167 + 0,036 0,526 + 0,122 0,292 +0,101 1,80

Tabela 1 (A e B). Taxa de reatividade IgG1/lgG2a de camundongos Swiss (n=10/grupo)
pré-imunizados com a apirase de batata, com o peptideo recombinante r-potDominio B ou sem
qualquer inéculo (Controle) usando os peptideos SmB1LJ(1A) e SmB2LJ(1B) como antigenos
em ELISA, sendo asamostras de plasma desses animais diluidas 1:200.# Os resultados estédo
expressos em densidade 6tica. *P< 0,05; **P< 0,01. ## Foi feito o célculo da taxa de
IgG1/1IgG2a utilizando os valores da média bruta da reatividade dos peptideos SmB1LJ e

SmB2LJ com 0s animais imunizados.
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4.7. REATIVIDADE DOS PEPTIDEOS SmB1LJ E SmB2LJ COM PLASMA
DE CAMUNDONGOS SWISS IMUNIZADOS E POSTERIORMENTE
INFECTADOS COM S. mansoni

Quinze dias apds o segundo in6culo de imunizacdo com a apirase de
batata ou o r-pot-Dominio B, todos os grupos foram submetidos ao desafio pela
injecdo intraperitoneal de 50 cercarias de S. mansoni. A infeccdo foi mantida
por 60 dias. Ao fim deste periodo, os animais foram submetidos a uma nova
coleta de sangue.

Amostras de plasma desses animais pré-imunizados com apirase de
batata ou r-potDominio B e infectados com 50 cercéarias de S. mansoni foram
utilizadas para a avaliagcdo do perfil de anticorpos reativos com os peptideos
SmB1LJ (10upg/poco) e SmB2LJ (10 pg/poco), usados como antigenos em
ELISA.

Os niveis de anticorpos IgG, IgGle IgG2a dos animais imunizados com
a apirase de batata ou r-potDomB e posteriormente infectados reativos com o0s

peptideos SmB1LJ (Figura 16) e SmB2LJ (Figura 17) ndo foram significativos.
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Figura 16. Reatividade dos anticorpos IgG (A), IgG1(B) e IgG2a (C) de camundongos Swiss
(n=15/grupo) pré- imunizados com a apirase de batata, com o peptideo recombinante r-
potDominio B (rDomB), ou sem qualquer indculo (Controle) e apos 15 dias infectados com 50
cércarias de S. mansoni, usando o peptideo SmB1LJ(10 pg/pogo) como antigeno em ELISA.

Foram usados plasmas diluidos 1: 200. Os resultados estao expressos em densidade otica.
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Figura 17. Reatividade do peptideo SmB2LJ com os anticorpos IgG (A), IgG1(B) e IgG2a (C)
de camundongos Swiss (n=10/grupo) pré- imunizados com a apirase de batata, com o peptideo
recombinante r-potDominio B ou sem qualquer inéculo (Controle) e apods 15 dias infectados
com 50 cércérias de S. mansoni, usando o peptideo SmB2LJ(10 pg/po¢o) como antigeno em
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ELISA. Foram usados plasmas diluidos 1: 200. Os resultados estdo expressos em densidade
Gtica.

Quando o peptideo SmB1LJ (A) foi usado como antigeno, a taxa de
reatividade IgG1/IlgG2a dos animais imunizados com a apirase de batata (2,88)
foi maior que a dos animais do grupo controle (1,78). Entretanto, essa relacao
IgG1/IgG2a dos animais imunizados com o r-potDomB (2,97) foi maior que a
daqueles imunizados com a proteina vegetal. Para o peptideo SmB2LJ (B), a
taxa de reatividade IgG1l/lgG2a dos animais imunizados com o r-potDomB
(7,93) continuou maior que a da apirase (6,36) e maior que a do grupo controle
(5,70). Além disso, todas as taxas IgGl/IgG2a foram mais altas para esse

peptideo em relacdo aquelas do SmB1LJ.

Tabela 2 (A e B) - Taxa de reatividade 1gG1/IlgG2a de camundongos Swiss
imunizados com a apirase de batata ou r-potDominio B e posteriormente
infectados com S. mansoni usando os peptideos como antigenos.

A

Antigeno Apods ainfeccéo” Taxa IgG1/lgG2a ##
SmB1LJ/ IgG total lgG1 lgG2a
Grupos
Controle 0,251 +0, 051 0,863 0,062 0,484 +0, 198 1,78
Apirase 0,302 +0, 145 0, 897 + 0, 405 0,311 +0, 078 2,88
rDomB 0,285+0, 116 1,072 +0, 551 0,360+ 0, 079 2,97
B
Antigeno Apés ainfeccdo” Taxa IgG1/IgG2a ##
SmB2LJ/ IgG total lgG1 lgG2a
Grupos
Controle 0, 145+ 0, 061 1,147+ 0, 316 0,201 +0, 075 5,70
Apirase 0, 153 £ 0, 049 1, 169+ 0, 515 0, 184 £ 0, 030 6,36
rDomB 0, 131+ 0, 056 1, 389+ 0, 369 0,175+0, 035 7,93

Tabela 2 (A e B). Taxa de reatividade IgG1/lgG2a de camundongos Swiss (n=15/grupo)
pré- imunizados com a apirase de batata, com o peptideo recombinante r-potDominio B ou sem
gualquer inéculo (Controle) usando os peptideos SmB1LJ (5A) e SmB2LJ (5B) como antigenos
em ELISA, sendo as amostras de plasma desses animais diluidas 1:200.# Os resultados estédo
expressos em densidade 6tica. ## Foi feito o calculo da taxa de 1gG1/1gG2a, utilizando os
valores da média bruta da reatividade dos peptideos SmB1LJ e SmB2LJ com 0s animais
imunizados e infectados.
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5. DISCUSSAO

5.1. CARACTERIZACAO DOS PEPTIDEOS SmB1LJ E SmB2LJ COMO
MOLECULAS PARA O ESTUDO DA ATPDase 2 de S. mansoni E
IMUNOLOCALIZACAO DESSA PROTEINA

Andlises de bioinformatica permitiram identificar e planejar os
peptideos SmB1LJ (r155-176, DDKFHHVQPGLSSYAEKPEEAA) e SmB2LJ
(r175-194, AALSLTKLINIAETSLPVDV) derivados do dominio B conservado da
proteina do parasito (SmATPDase 2) e o polipeptideo recombinante r-
potDominio B (r77-118,
EYFMATEPGLSSYAEDPKAAANSLEPLLDGAEGVVPQELQ) derivado da
proteina vegetal (apirase de batata), os quais mantiveram 0s possiveis
epitopos antigénicos previamente preditos (FARIA-PINTO et al., 2008b).

O alinhamento das sequéncias primérias da apirase de batata e da
ATPDase 2 do parasito S. mansoni mostrou as regides conservadas
caracteristicas da familia das NTPDases (ACR; “apyrase conserved region”),
além de outros dominios compartilhados entre estas duas proteinas (FARIA-
PINTO et al., 2008b).

Nessa dissertacdo, os peptideos SmB1LJ e SmB2LJ foram usados
como antigenos em ELISA para verificar a producdo de anticorpos especificos
contra os mesmos. Quando inoculado em camundongos Balb/c sob o0 mesmo
protocolo experimental de Faria-Pinto (2010 a), o peptideo SmB1LJ induziu
uma maior producdo de anticorpos IgG1l do que a subclasse IgG2a. Ja o
peptideo SmB2LJ foi mais imunoestimulatério, reagindo fortemente com a
subclasse 1gG1 e IgG2a, tendo com a ultima subclasse uma reatividade menor.
Na dissertacdo de Mendes (2010), o inéculo desses peptideos foi feito em
camundongos Swiss, sendo que o peptideo SmB1LJ mostrou fraca reatividade
com seu respectivo anti-soro imune em “Dot blot” e nenhuma reatividade IgG1
e IgG2a por ELISA. Entretanto, 0 SmB2LJ foi altamente reativo com anticorpos
IgG em “Dot blot” e com anticorpos das subclasses IgG1 e IgG2a em ELISA.
Esses resultados mostram que a segunda regiao do dominio B (SmB2LJ) da
SmATPDase 2 possui epitopos que sdo mais efetivos na estimulacdo da

producéo de anticorpos das subclasses citadas do que a regido 1 (SmB1LJ).
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Como o peptideo SmB2LJ mostrou-se mais imunoestimulatério que o
SmB1LJ induzindo a producgéo de altos niveis de anticorpos IgG, o soro obtido
do in6culo desse peptideo em camundongos Balb/c foi usado para
imunolocalizar a ATP difosfohidrolase solavel (ATPDase 2) no ovo de S.
mansoni. Essa proteina foi detectada por anticorpos anti-SmB2LJ (dil.1:400)
em ovos de S. mansoni obtidos do figado de camundongos Swiss infectados.
Através da microscopia confocal, material imunorreativo granular foi visivel fora
da casca do ovo, formando depdésitos na area periovular central da reacdo
granulomatosa e confirmando que a isoforma solluvel é secretada. A ATPDase
2 também foi detectada na superficie externa do miracidio, indicando a
presenca desta proteina associada a membrana e no envelope de Von
Lichtenberg, regido entre o miracidio e a casa do ovo. Esses resultados estédo
de acordo com aqueles encontrados por Faria-Pinto et al., (2004), neste
trabalho foi usado o soro imune anti-apirase de batata para a imunolocalizac&o
da proteina no ovo, confirmando sua localizacédo e reafirmando a homologia
existente entre a proteina vegetal e a do parasito.

Como foi mostrado nessa dissertacdo, anticorpos produzidos em
camundongos Balb/c contra o peptideo SmB2LJ inibiram cerca de 62,22% e
36,92% das atividades ATPasica e ADPasica, respectivamente. Ja 0s
anticorpos anti-SmB1LJ inibiram em maior proporcdo a atividade ATPasica,
mas nao inibiram a atividade da enzima quando o substrato utilizado foi o ADP.
Estes resultados sugerem que os residuos de aminoacidos presentes nas duas
porcBes do dominio B da ATPDase 2 do parasito podem ter papel importante
na regulacéo diferencial da atividade fosfohidrolitica desta proteina, relacionada
aos distintos substratos. Em 2010, Tan & cols. mostraram que anticorpos
monoclonais produzidos contra dominios especificos da NTPase de
Toxoplasma gondii foram capazes de inibir até 70% de sua atividade catalitica,
e a transferéncia passiva destes anticorpos prolongou significativamente a
sobrevida de camundongos infectados com T. gondii, reduzindo a replicacéo do
parasito (Tan et al.,, 2010). Ndo foi possivel detectar reatividade entre os
anticorpos policlonais produzidos contra a apirase de batata (Faria-Pinto et al.,
2006; 2008 a) ou contra o peptideo SmB2LJ (Mendes et al., 2011) e as
NTPDases de mamiferos, nos quais existem 8 isoformas ja descritas. Estes

dados permitem supor que existe um baixo risco de autoimunidade tornando
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esses anticorpos ferramentas importantes no estudo dessas proteinas do
parasito.

Os danos imunopatolégicos da esquistossomose sdo causados pela
inflamacéo granulomatosa em torno dos ovos (Asahi & Stadecker, 2003). O
granuloma esquistossomaotico € uma estrutura organoide, hibrida e dinamica
formada por componentes do hospedeiro e do ovo (Lenzi et al., 1998) onde
varios antigenos contribuem para sensibilizar o hospedeiro na formacdo do
granuloma. A ATP difosfohidrolase soltvel foi detectada no miracidio durante
0s estagios 5-7 do desenvolvimento embrionario do ovo de S. mansoni, nesse
periodo € que ocorre a diferenciacdo de tecidos e 6rgdos e o embrido ocupa
guase que inteiramente o volume da casca do ovo (Jurberg et al., 2009).
Assim, os resultados obtidos até o0 momento sdo importantes como ponto de
partida para estudos adicionais de imunohistoquimica utilizando anticorpos
anti-SmB2LJ para avaliar o papel especifico da ATPDase 2 no
desenvolvimento embrionario do ovo de S. mansoni.

Nosso grupo também mostrou através do trabalho de Mendes (2010)
que o peptideo sintético SmB2LJ foi capaz de induzir a producdo de altos
niveis de anticorpos IgG especificos e reativos contra preparacdes de
antigenos sollveis do ovo (SEA) e antigenos sollveis do verme adulto
(SWAP). Quando utilizados em Western blot, os anticorpos anti-SmB2LJ
reconheceram bandas de aproximadamente 55 e 63 KDa, caracteristicas das
ATP difosfohidrolases de S. mansoni em preparacbes de SEA e SWAP.
Resultado similar, em nosso laboratério, foi encontrado por Soares (2012),
onde anticorpos policlonais de camundongos Balb/c anti-r-potDominio B,
dominio recombinante derivado da apirase de batata, reconheceram as
mesmas bandas em “Western blot”.

Sob nossas condicdes experimentais, anticorpos policlonais de
camundongos Balb/c anti-SmB1LJ e anti-SmB2LJ imobilizados em Proteina A
Sepharose também imunoprecipitaram aproximadamente 96% e 41,89% da
atividade ADPasica de uma preparacdo antigénica de vermes adultos de S.
mansoni, respectivamente. “Western blots” dos complexos resina-anticorpo-
antigeno imunoprecipitados permitiram o reconhecimento de 2 bandas de 63 e
55 kDa, as quais foram reconhecidas por anticorpos policlonais de coelho anti-

apirase de batata. Porém, o soro contendo anticorpos anti-SmB1LJ reconheceu
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mais fracamente a banda de 55 kDa, a qual corresponde a isoforma da
SmATPDase 2 que possui essa massa molecular apds sofrer processamento
pés traducional, reforcando o que também foi proposto por Levano-Garcia &
cols. (2007) sobre a SmATPDase 2. Esses resultados mostram o potencial dos
anticorpos anti-peptideos sobre a ATPDase 2 do parasito, presente nestas
preparacdes e reforga os resultados encontrados anteriormente por nosso
grupo.

E interessante observar que, além das duas bandas citadas, os
anticorpos anti-peptideos reconheceram uma banda de aproximadamente 76
kDa. Como ja mencionado, em S. mansoni ja foram caracterizadas até o
momento, duas isoformas de ATPDases. Dessa forma, propomos que essa
banda de 76 kDa, resultante dos complexos resina-anticorpo-antigeno
imunoprecipitados pelos anticorpos anti-peptideos e também reconhecida por
anticorpos policlonais de coelho anti-apirase de batata, possa ser uma isoforma
que sofreu alguma modificacdo poés-traducional (MPT), o que poderia explicar
essa banda com tal massa molecular. No trabalho de Mendes (2010),
anticorpos anti-SmB2LJ reconheceram em SWAP, que sdo os antigenos
solaveis do verme adulto, somente as duas bandas de aproximadamente 63 e
55 KDa, referentes as isoformas ja descritas. Entretanto, no presente trabalho,
utilizamos nos ensaios de imunoprecipitacdo o homogeneizado total de vermes
adultos, o qual € importante na identificacdo de proteinas em diferentes
estagios de processamento, o que pode ndo ser observado por ferramentas de
biologia molecular que identificam apenas o “cerne” das proteinas. Entretanto,
o produto de um gene poder estar presente de varias formas diferentes e
modificadas (Jensen, 2004). Além disso, existem cerca de 300 tipos diferentes
de modificacbes pos-traducionais que ja foram descritos até o momento
(Kamath et al., 2011). A glicosilagdo, uma das modificagdes mais comuns, esta
envolvida em varios eventos celulares, tendo varias fun¢des bioldégicas como
antigenicidade de moléculas imunoldgicas; localizacdo, direcionamento, meia-
vida e dobramento das proteinas; interacdo célula-célula e estabilidade protéica
(Blom et al., 2004). Porém, 0 aumento na massa molecular de uma proteina
como encontrado nesse trabalho, pode ser estudado exatamente por
espectrometria de massa da proteina intacta de forma a elucidar sua estrutura
(Jensen, 2004).
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5.2. AVALIA(}AO DA REATIVIDADE DOS PEPTIDEOS COM SORO DE
CAMUNDONGOS IMUNIZADOS COM A APIRASE DE BATATA E anti-r-
potDominio B POSTERIORMENTE INFECTADOS COM S. mansoni

Em 2003, a equipe de De-Marco clonou o gene e expressou uma
isoforma de ATP difosfohidrolase (SmATPDase 1) que estava presente em
todas as fases do ciclo de vida do parasito. Em 2004, nosso grupo caracterizou
a ATP difosfohidrolase em ovos de S. mansoni (Faria-Pinto et al., 2004).
Durante esta caracterizacao, foi detectado que nesta fase do ciclo o parasito
exibia as mesmas 2 isoformas desta proteina ja descritas para vermes adultos
(Vasconcelos et al., 1993), sendo encontrada em varias regides do ovo e, em
especial, no envelope de Von Lichtenberg, caracteristico por conter proteinas
possivelmente secretadas. Posteriormente, Levano-Garcia e colaboradores
(2007) mostraram que havia um segundo gene em S. mansoni que
caracterizava uma segunda isoforma de ATP disfosfohidrolase, denominada de
ATPDase 2, sugerindo ainda que esta proteina € secretada por vermes adultos
e ovos em desenvolvimento, concluindo o fato observado por Vasconcelos e
colaboradores desde 1993, onde afirmaram que neste parasito estavam
presentes duas isoformas de ATP difosfohidrolase.

Esta segunda isoforma, que é soluvel, exibe maior
homologia/similaridade com a apirase de batata, homologia tanto na sequéncia
linear quanto na estrutura tridimensional (Faria-Pinto et al. 2008b; Vasconcelos
et al., 2009). Esta semelhanca predita por analises in silico revelaram que além
das regides conservadas que sao caracteristicas da familia das NTPDases,
existia um dominio conservado entre parasitos e apirase de batata, que poderia
estar envolvido nas imunorreatividades até entdo observadas. Como as
enzimas ATP difosfohidrolases foram caracterizadas como proteinas
antigénicas, este dominio foi predito como uma regido potencialmente
envolvida na resposta imunolégica destes parasitos (Faria-Pinto et al., 2008b).
A conservacao desse Dominio B, o qual ndo inclui as ACRs descritas como
envolvidas no ciclo catalitico da SmATPDase 2, associada a sua antigenicidade

o torna um possivel alvo de drogas, uma vez que confirmamos neste trabalho a
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capacidade de inibicdo da atividade ATP difosfohidrolasica por anticorpos anti-
peptideos, os quais sao derivados do Dominio B.

Como as proteinas SmATPDase 1 e SmATPDase 2 sé&o
encontradas em todos os estagios do ciclo de vida do parasito S. mansoni (De
Marco et al.,, 2003; Faria-Pinto et al. 2004; Levano-Garcia et al., 2007;
Vasconcelos et al.,, 1996) podemos inferir que estas sejam vitais para a
sobrevivéncia do helminto. A atividade catalitica desta enzima pode estar
envolvida em varios processos fisiolégicos deste parasito. Sua atividade
ADPasica pode estar envolvida na inibicdo da agregacao plaquetaria ao redor
dos vermes adultos, uma vez que o ADP é um agente agregante de plaquetas
gue atua sob trés receptores diferentes (Daniel et al. 1997; Vasconcelos et al.,
1993).

Conforme mostrado em um trabalho anterior (Faria-Pinto et al., 2010a), o
in6culo de apirase de batata (10 pg), emulsificada em adjuvantes Completo e
Incompleto de Freund, em camundongos Balb/c saudaveis possui propriedades
imunoestimulatorias, induzindo a producéo de altos niveis de anticorpos IgG1l e
IgG2a. Estes anticorpos foram reativos com a preparacdo de antigenos
solliveis de ovos (SEA) de S. mansoni, sugerindo o reconhecimento de
isoformas de ATP difosfohidrolase (ATPDase) nesta preparacdo e que 0S
epitopos compartilhados entre as proteinas do vegetal e do parasito contribuem
estimulando resposta imune dos tipos Thl e Th2 durante a esquistossomose
(Faria-Pinto et al., 2010Db).

Os peptideos foram usados como antigenos em técnica de ELISA para
verificar a reatividade dessas moléculas com anticorpos IgG obtidos das
amostras de plasma de camundongos Swiss infectados com S. mansoni. O
peptideo SmB1LJ teve reatividade em niveis significativamente elevados de
IgG, 1gG1 e IgG2a com as amostras dos camundongos infectados. Ja o
peptideo SmB2LJ teve reatividade significativa apenas com o0s anticorpos da
subclasse IgG1, subtipo relacionado a resposta Th2, a qual é caracteristica da
infecc@o esquistossomatica apos a ovoposi¢ao por antigenos do ovo (Pearce &
Macdonald, 2002). O subtipo IgG2a, derivado de resposta imune celular do tipo
Thl, tem sido descrito como anticorpo funcional na resposta imune protetora
contra esquistossdémulos e vermes imaturos, possivelmente atuando no

estimulo da fagocitose dependente de anticorpos e em mecanismos citotoxicos
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em modelo murino (Mountford et al.,, 1994; James et al., 1998; Carvalho-
Queiroz et al., 2004). Com base nesses resultados podemos supor que esses
dois peptideos derivados do Dominio B da ATPDase 2 de S. mansoni séo
regides imunogénicas durante a infeccao.

Em trabalho prévio, foi demonstrado que os epitopos compartilhados
entre a apirase de batata e as isoformas de ATPDase de S. mansoni séo
capazes de estimular a producéao de IgG1l e IgG2a durante a fase aguda, e a
producao de IgG1 na fase cronica da esquistossomose experimental, sugerindo
uma resposta celular mista dos tipos Thl e Th2 no inicio da infeccdo, e o
predominio desta Ultima a medida que a doenca progride (Faria-Pinto et al.,
2010a). O inb6culo do r-potDominio B (polipeptideo recombinante desenhado
através da sequencia da apirase de batata) em camundongos Balb/c, mostrou
gue esse fragmento tem propriedades estimulatérias, induzindo a producédo de
altos niveis de IgG1 e IgG2a (Maia, 2010; Maia et al., 2011).

No trabalho de Soares (2012), a imunizacdo dos camundongos Swiss
com apirase de batata ou com o r-potDominio B, emulsificados em adjuvantes
de Freund Completo e Incompleto, e posterior desafio com cercarias de S.
mansoni, ndo acarretou a reducdo do niumero de vermes ou ha oviposicao.
Nesse mesmo trabalho, anticorpos IgG do soro de pacientes com
esquistossomose tiveram reatividade significativa com o r-potDominio B.

Com o objetivo de investigar os fragmentos menores (SmB1LJ e
SmB2LJ) dentro do Dominio B da proteina (SmATPDase 2) do parasito, que €
homélogo ao da proteina vegetal, testamos esses fragmentos com soros de
animais imunizados com a proteina vegetal e com o r-potDominio B e
desafiados pela infec¢do por S. mansoni. A primeira regido (SmB1LJ) do DomB
da SmATPDase 2 de S. mansoni apresentou reatividade significativa com
anticorpos 1gG anti-apirase de batata e com maior significancia quando
comparada com a reatividade dos anticorpos anti-r-potDominio B. Anticorpos
da subclasse IgG1l produzidos contra a proteina vegetal reagiram de forma
ainda mais significativa com o SmB1LJ. Diferentemente, a regido 2 (SmB2LJ)
do Dominio B da SmATPDase 2 de S. mansoni ndo apresentou reatividade
significativa com anticorpos produzidos contra a proteina vegetal e contra o seu

dominio r-potDominio B que é homdélogo ao Dominio B da proteina do parasito.
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Esses resultados nos levam a supor que possivelmente, o SmB1LJ
embora ndo seja mais imunoestimulatério que o SmB2LJ, também possui
reatividade cruzada com as moléculas citadas, sugerindo que estas regides
tem epitopos compartiihados com a proteina vegetal e a do parasito,
importantes na imunomodulacdo da esquistossomose.

Apoés a infeccdo por S. mansoni dos animais imunizados com a apirase
de batata ou r-potDominio B, ndo houve reatividade significativa dos peptideos
com soros desses animais. Entretanto, analisando a taxa 1gG1l/IgG2a dos
peptideos com soro de animais imunizados com a apirase de batata ou r-
potDominio B, observamos que todas essas taxas foram maiores para o
peptideo SmB2LJ, mostrando os valores maiores para IlgG1l. Ambas as taxas
de reatividade com os peptideos foram maiores para as amostras dos animais
imunizados com a apirase de batata. Apos a infec¢céo, as taxas de reatividade
IgG1/IgG2a com soro desses animais imunizados e infectados revelam um
aumento da reatividade destes peptideos com as amostras dos animais
imunizados com o peptideo recombinante rpotDominio B. Quando os animais
imunizados séo infectados, o SmB1LJ e o SmB2LJ (taxa mais elevada)
apresentam uma relacdo 1gG1/lgG2a maior com o r-potDominio B, indicando
que esse dominio pode ser o responsavel por elevar a producéo de anticorpos
IgG1 contra a proteina do parasito uma vez que a progressao da
esquistossomose ocorre com aumento significativo de anticorpos IgG1,
marcados por uma resposta imune Th2 predominante.

Resultados mais recentes de nosso grupo, ainda ndo publicados,
mostraram que camundongos Swiss imunizados com a apirase de batata
tiveram uma taxa IgG1l/lgG2a superior (1,29) em relacdo ao controle (0,82).
Esta taxa foi maior do que a observada com a imunizagdo dos animais
utilizando o r-potDominio B (0,86). Isso mostra que o0 conjunto de epitopos da
proteina vegetal, em sua forma integra, tende a uma resposta Th2 em
protocolos experimentais de imunizagcdo (Soares, 2012; Faria-Pinto et al.,
2010a). Entretanto, a quantificagdo de citocinas ser4 necessaria para
determinar os resultados observados até o presente trabalho em relacdo a
esquistossomose e as ATPDases.

As ATP difosfohidrolases podem ser muito importantes para o

parasito e também para o hospedeiro mamifero, que possui 8 isoformas desta
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enzima. Sua fungdo em S. mansoni ainda ndo esta descrita, ndo existem dados
sobre os mecanismos fisiolégicos do parasito em que estd envolvida. No
entanto, sua antigenicidade estd comprovada, assim como sua
imunogenicidade durante a progressdo da doenca (Faria-Pinto et al., 2010Db).
O dominio B € uma regido conservada e também antigénica (Maia et al., 2011).
Sua regido homologa, presente na isoforma SmATPDase 2 também possui o
mesmo comportamento antigénico e imunogénico como mostrado nesta
dissertacdo. Esses resultados podem apontar que o Dominio B da ATP
difosfohidrolase do parasito seja um fragmento importante na relacdo do

parasito-hospedeiro.
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6. CONCLUSOES

1.

2.

3.

4.

Os peptideos SmB1LJ e SmB2LJ mostraram ter propriedade
imunoestimulatoria, induzindo a producdo de anticorpos das subclasses

IgG1 e IgG2a em modelo murino.

Os soros policlonais anti-SmB1LJ e anti-SmB2LJ foram usados em
“Western blot” para a identificacdo da ATPDase 2 (isoforma soluvel da
ATP difosfohidrolase) de S. mansoni em homogeneizado total de vermes
adultos confirmando a sensibilidade e afinidade destes anticorpos para
0s epitopos antigénicos desta proteina do parasito.

O soro policlonal anti-SmB2LJ localizou a ATPDase 2 de S. mansoni em
cortes de figado de camundongos infectados por S. mansoni , com
reacbes positivas na superficie externa do miracidio, no envelope de
Von Lichtenberg’s e fora da casca do ovo,confirmando mais uma vez
que a ATPDase 2 (isoforma soluvel da ATP difosfohidrolase ) do

parasito é secretada.

Os anticorpos anti-SmB2LJ foram capazes de inibir in vitro
aproximadamente 62,22% da atividade ATPasica e os anticorpos anti-
SmB1LJ inibiram cerca de 92,30% da atividade ADPasica da preparacéo
antigénica de vermes adultos de S. mansoni, sugerindo que o0s
peptideos SmB1LJ e SmB2LJ derivados do Dominio B da ATPDase 2
podem ser moléculas importantes na elaboracdo de inibidores dessa

enzima.
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7. PERSPECTIVAS

A familia de proteinas ATP difosfohidrolases ndo possui inibidores
especificos classicos de ATPases (Plesner, 1995). Conforme foi mostrado
neste trabalho, anticorpos anti-peptideos SmB1LJ e SmB2LJ inibiram a
atividade ATP difosfohidrolasica de vermes adultos de S. mansoni
corroborando resultados obtidos por nosso grupo até o presente trabalho com
S. mansoni e Leishmania sp em ensaios de inibicdo enziméatica utilizando
anticorpos contra a proteina vegetal, anti-peptideos e anti-r-potDominio B
(Maia, 2013; Porcino, 2012; Soares, 2010). Uma vez que essas enzimas sao
ubiguas a véarios organismos sob diferentes isoformas, a utilizacdo de
ferramentas que atuem funcionalmente na inibicdo dessas proteinas, como 0s
anticorpos anti-apirase ou anticorpos contra dominios dessas enzimas,
podem ser muito Uteis no estudo das ATP difosfohidrolases.

Estudos conduzidos por nosso grupo mostraram a presenca de duas
isoformas ATPDases em vermes adultos de Schistosoma mansoni
(Vasconcelos et al., 1993) e em ovos (Faria-Pinto et al., 2004). Também foi
mostrado por Levano-Garcia e cols. (2007) que as duas isoformas,
SmATPDase 1 e SmATPDase 2, estdo presentes em todas as fases do ciclo
de vida desse helminto. Esses dados sugerem a importancia dessas
proteinas para S. mansoni. Assim, buscando estudar regides menores na
sequencia de aminoacidos dessa proteina visando alcancar epitopos
envolvidos na relacdo parasito-hospedeiro, nosso grupo tem estudado
peptideos sintéticos obtidos a partir da descoberta do dominio B conservado e
compartilhado na proteina vegetal (apirase de batata) e nas isoformas de S.
mansoni (Mendes et al., 2011), além de outros parasitos como Leishmania sp
(Maia et al., 2013; Porcino et al., 2012).

Nos ensaios experimentais realizados por Soares (2012) para verificar a
atuacdo dessas moléculas na esquistossomose mansoni, a imunizagdo dos
camundongos Swiss com apirase de batata ou com o r-potDominio B,
emulsificados em adjuvantes de Freund Completo e Incompleto, e posterior

desafio com cercarias de S. mansoni, ndo acarretou a reducado do numero de
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vermes ou na oviposi¢cdo. Porém, houve uma reducéao percentual na area do
granuloma nos animais do grupo imunizado com a apirase de batata.

Mendes (2010) observou que os peptideos que os peptideos SmB1LJ e
SmB2LJ derivados do Dominio B da SmATPDase 2 foram reconhecidos de
forma consideravel por anticorpos IgGl e I1gG4 de pacientes com
esquistossomose, sendo a reatividade maior para o peptideo SmB1LJ. Nessa
dissertacdo, os peptideos mostraram ter propriedade imunoestimulatoria,
induzindo a producdo de anticorpos IgG1l e IgG2a quando inoculados em
camundongos Balb/c, também reconheceram as duas isoformas das ATPD
difosfohidrolases em vermes adultos de S. mansoni. Além disso, o peptideo
SmB1LJ reagiu de forma significativa com anticorpos IgG e subclasses I1gG1 e
IgG2a de camundongos Swiss infectados com S. mansoni e 0s anticorpos anti-
SmB2LJ localizaram a SmATPDase 2 em ovos do parasito. Esses resultados
sao promissores no estudo das ATP difosfohidrolases do parasito e mostram
também que esses peptideos sintéticos, associados ou ndo, podem ser

utilizados em futuros ensaios de protecdo da esquistossomose mansoni.
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