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RESUMO

A esquistossomose € uma doenca tropical negligenciada que acomete milhdes
de pessoas no mundo. A falta de vacina para essa doenc¢a helmintica impulsiona
a busca por moléculas antigénicas oriundas dos parasitos do género
Schistosoma. Dentre as moléculas consideradas como promissoras, se encontra
a ATP difosfohidrolase de Schistosoma mansoni. O parasito possui duas
isoformas de desta enzima que sao denominadas SmATPDases e sé&o
expressas em todos as fases do ciclo de vida deste helminto. A apirase de batata
€ uma proteina vegetal pertencente a mesma familia de enzimas do parasito,
compartilha epitopos com as isoformas de SmATPDases. Dessa forma, o
objetivo deste trabalho foi realizar a caracterizacdo imunoldgica da apirase de
batata em modelo de infecgcdo murina experimental com base nessa homologia
protéica. A proteina vegetal foi inoculada em camundongos C57BL/6 que
posteriormente foram infectados com cercarias de S. mansoni. A proteina
vegetal induziu niveis significativos de anticorpos IgG e IgG1 apds a imunizacdao,
0s quais se mantiveram elevados na analise 60 dias apés a infeccdo. A cultura
de esplendcitos dos animais imunizados respondeu ao estimulo com a proteina
vegetal, induzindo a producéo de niveis significativos de IFN-y, IL-10 e IL-5, mas
nao de IL-13. O processo de imunizacdo nao conferiu protecdo, sendo incapaz
de promover a reducdo da carga parasitaria. O efeito imunomodulador da
imunizacao foi observado através de uma reducéo da area afetada pela reacao
granulomatosa hepatica nos animais imunizados. Em relacdo a ligacdo de
anticorpos IgE, a apirase de batata mostrou reatividade significativa com estes
anticorpos presentes em amostras do plasma de pacientes com
esquistossomose. Em ensaios de Western blotting, os anticorpos IgE foram
capazes de reconhecer trés proteinas presentes no homogeneizado de vermes
adultos do helminto, com 91, 63 e 55 kDa. Foi possivel inferir que todas as
bandas reveladas correspondem a isoformas de SmAPTDases com distintos
processamentos pos-traducdo, tais como glicosilacdo e protedlise.
Comprovando esta reatividade, foi possivel verificar que a imunizagdo dos
animais (C57BL/6) com a proteina vegetal foi capaz de induzir a producéo

significativa de anticorpos IgE detectaveis em técnicas de ELISA e Western



blotting. Como a apirase de batata possui identidade com a NTPDase 1 (CD39)
de mamiferos sugerimos que 0s pacientes possuam anticorpos naturais contra
NTPDases envolvidos na manutengcédo da homeostase do organismo. O conjunto
de dados obtidos mostra que a apirase de batata possui um perfil
imunoregulatorio na esquistossomose, podendo contribuir para a reducao da
morbidade, induzindo a producgéo de anticorpos IgE, tidos como protetores na

esquistossomose.

Palavras-chave: Apirase de batata, SmATPDase, IgE, Imunomodulacao,

regulacdo, Schistosoma mansoni.



ABSTRACT

Schistosomiasis is a neglected tropical disease that affects millions of people
around the world. The lack of vaccine for this helminth disease prompts a search
for antigenic molecules from the parasites of the genus Schistosoma. Among the
molecules considered promising are an ATP diphosphohydrolase from
Schistosoma mansoni. The parasite has two enzyme isoforms which are termed
SmATPDases and are expressed in all as life cycle phases of this helminth. The
potato apyrase is a plant protein belonging to the same family of parasite
enzymes, shared epitopes with SmATPDase isoforms. Thus, the objective of this
work was to perform an immunological characterization of potato apyrase in a
model of experimental murine infection based on this protein homology. Plant
protein was inoculated into C57BL / 6 mice that were infected with S. mansoni
cercariae. Plant protein induced significant levels of IgG and IgG1 antibodies after
immunization, which remained high for analysis 60 days after infection. The
solenocytes culture of the immunized animals responded to the stimulus with a
plant protein, inducing a significant production of IFN-y, IL-10 and IL-5, but not
IL-13. The immunization process did not provide protection, being unable to
promote a reduction of the parasitic load. The immunomodulatory effect of
immunization was observed through a reduction of the area affected by the
hepatic granulomatous reaction in the immunized animals. Concerning the
binding of IgE antibodies, potato apyrase showed significant reactivity with these
antibodies present in plasma samples from patients with schistosomiasis. In
Western blotting assays, IgE antibodies were able to recognize three non-
homogenized languages of adult helminth worms at 91, 63 and 55 kDa. It was
possible to infer that all the bands revealed correspond to SmAPTDase isoforms
with various post-translational processing, such as glycosylation and proteolysis.
(C57BL / 6) with a plant protein capable of inducing a significant production of
IgE antibodies detected in ELISA and Western blotting techniques. As potato
apyrase has an identity with a mammalian NTPDase 1 (CD39), we suggest that
patients have an antibody against the NTPDases involved in maintaining the
body's homeostasis. The obtained data show that the potato harvest has an

immunoregulatory profile in schistosomiasis, and may contribute to the reduction



of morbidity, inducing a production of IgE antibodies, considered as protectors in

schistosomiasis.

Key words: Potato apyrase, SmATPDase, IgE, immunomodulation, regulation,

Schistosoma mansoni.
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1 INTRODUCAO

1.1 Schistosoma mansoni

O género Schistosoma pertence ao filo Platyhelminthes, classe Trematoda e a
familia Schistosomatidae. Diferente de outros trematddeos, os parasitos desse género
possuem sexos separados e parasitam 0s vasos sanguineos de mamiferos, os quais
sdo seus hospedeiros definitivos. O macho € menor (cerca de 1 cm) que a fémea
(aproximadamente 1,5 cm) e ambos possuem duas ventosas: uma oral, mais anterior,
onde se encontra a abertura bucal; e a ventral ou acetabulo. A fémea tem o tegumento
liso e vive albergada no canal ginecoforo do macho que, diferente da fémea, possui
tubérculos em sua superficie e tem cor mais esbranquicada que a mesma, a qual
tende a ser mais escura devido a maior quantidade de sangue no ceco (GRYSEELS,
2006; CARVALHO, COELHO & LENZI, 2008).

O parasito S. mansoni, responsavel pela doenc¢a no Brasil (CHITSULO, 2000),
possui ciclo de vida complexo (FIGURA 1) que envolve dois hospedeiros: o molusco
do género Biomphalaria como hospedeiro intermediario e vertebrados como
hospedeiros definitivos (ROSS, 2002; ROSS, 2007). A fémea de S. mansoni produz
centenas de ovos por dia (GRYSEELS, 2012), contudo, a maioria dos trabalhos
aponta para numeros entre 150 e 300 ovos por dia (CARVALHO, COELHO & LENZI,
2008). Os ovos possuem uma larva ciliada, o miracidio, que secreta enzimas as quais
auxiliam na migragcdo dos ovos nos vasos sanguineos até o limen intestinal. Nesta
jornada, muitos ovos ficam presos nos tecidos, principalmente no figado, mas cerca
de um terco é excretado nas fezes. Em condi¢des ideais, ao entrar em contato com a
agua, o miracidio eclode e penetra em moluscos do género Biomphalaria.
Posteriormente, os miracidios se transformam, por reproducdo assexuada, em
esporocistos primarios e posteriormente, em secundarios, 0s quais sofrem profundas
modifica¢cdes anatdmicas passando pelo processo de formacao cercariana. Um Unico
miracidio pode gerar cerca de 300 mil cercarias (CARVALHO, COELHO & LENZI,
2008; GRYSEELS, 2012). Em contato com o hospedeiro humano, as cercarias
penetram através da pele, perdem a cauda e se transformam em esquistossémulos
que migram para o coragao, pulmdes, figado e veia porta (GRYSEELS, 2006). Na veia

porta, ocorre 0 acasalamento e maturacdo dos vermes que migram para 0S vasos
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mesentéricos, onde ocorre a oviposi¢ao, iniciando o ciclo novamente (GRYSEELS,
2006).

Caramujos liberam cercérias que nadam ao

(5 ot s hssmdates kbt

% Cercarias perdem a cauda durante a penetragio e
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Figura 1. Ciclo Bioldgico de Schistosoma mansoni. Adaptado de

http://www.cdc.gov/parasites/schistosomiasis/biology.html

1.2 ESQUISTOSSOMOSE

Existem seis espécies de Schistosoma que podem infectar os humanos: S.
mansoni, S. japonicum, S. mekongi, S. haematobium, S. intercalatum e S. malayensis.
As infec¢cdes por S. mansoni, S. japonicum, S. mekongi e S. intercalatum estao
associadas com a doenca crbnica do figado e intestino, enquanto que infeccdes
cronicas por S. haematobium podem levar a fibrose e calcificagdo do trato urinario
(CARVALHO, COELHO & LENZI, 2008). A maioria das infec¢des por S. haematobium,
S. mansoni e S. intercalatum é encontrada na Africa Subsaariana. A infeccdo por S.
japonicum ocorre na China, Indonésia e Filipinas apesar de amplas e substanciais
medidas de controle. S. mekongi é encontrado no Camboja e Laos e ao longo do Rio

Mekong. No caso de S. malayensis, essa espécie ocorre na Asia (LESHEM et al.,
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2009) e o S. mansoni ocorre em algumas partes do Brasil, Suriname, Venezuela e
Caribe (ROSS, 2002; http://www.cdc.gov/parasites/schistosomiasis/epi.html).

A esquistossomose é uma das doencas tropicais negligenciadas, além disso, é
considerada a mais importante das doencas helminticas em termos de morbidade e
mortalidade (JURBERG, 2015). Recentemente, um trabalho avaliou, por meio de uma
revisdo sistematica, os trabalhos publicados sobre a prevaléncia e intensidade da
esquistossomose mansoni ha América Latina e em paises do Caribe de 1942-2014.
Neste trabalho, foi observado que apenas o Brasil publicou estudos apés 2001,
mostrando “hot spots” de alta prevaléncia. Para que os programas de controle sejam
direcionados no sentido de eliminacdo e/ou transmissdo da doenca a curto prazo, €
necessaria a atualizacdo da situacdo epidemioldgica da esquistossomose (ZONI,
CATALA & AUTI, 2016).

Em nosso pais, a transmissdo da doenca ocorre em uma area endémica que
vai desde o Maranh&o, até Espirito Santo e Minas Gerais (FIGURA 2). Cerca de 30
milhdes de pessoas sdo expostas ao risco de contrair a esquistossomose, sendo a
regido Nordeste do pais a area mais endémica (LAMBERTUCCI, 2010; SOUZA et al.,
2012; ROKNI, 2012; ZONI, CATALA & AUTI, 2016). Em Minas Gerais, 61% dos
municipios tem relatado transmisséo da infecgcdo com mais de 10 milhdes de pessoas
vivendo em areas endémicas, entretanto a maioria dos estudos tem focado em areas
de alta endemicidade. Couto e cols. (2014) observaram que dentre as helmintiases
encontradas, a esquistossomose foi a doenca mais frequente, apesar de baixa

prevaléncia, na Zona da Mata Mineira (Minas Gerais).
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Figura 2. Estados do Brasil com infec¢do por S. mansoni. Extraido de Rokni, 2012.

A esquistossomose pode se apresentar no homem sob uma forma aguda e
duas formas crbnicas. Uma forma crbnica € a hepatointestinal, é leve, geralmente
assintomatica e atinge a maioria dos individuos de area endémica. A outra, €
classificada como forma hepatoesplénica, é rara e se manifesta geralmente com
hepatoesplenomegalia e outros sinais de hipertensdo portal. A doenca é
caracterizada, em sua forma aguda, pela presenca de numerosos granulomas
periovulares que se desenvolvem principalmente no figado. Esses granulomas
possuem muitos eosinofilos, periferia pouco delimitada e frequente necrose central.
As manifestacdes clinicas sdo caracterizadas por prostracao, febre e eosinofilia, que
podem surgir alguns dias ap0s a exposi¢cdo cercariana ou apos cerca de um mes,
periodo coincidente com o inicio da eliminacdo dos ovos nas fezes, o que pode
provocar dores abdominais e diarreia mucosanguinolenta (CARVALHO, COELHO &
LENZI, 2008).
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A forma crénica habitual ou leve € a que se encontra na maioria das pessoas
infectadas nas areas endémicas, as quais eliminam ovos viaveis nas fezes, mas
assintomaticas ou com queixas vagas, inespecificas. O intestino € geralmente pouco
lesado nos casos de esquistossomose mansoni no Brasil, mas o figado esta sempre
comprometido. Neste 6rgdo sdo vistos granulomas periovulares isolados em varias
fases de evolucdo para a cicatrizacdo. J& a forma grave da esquistossomose €
caracterizada morfologicamente pela fibrose hepatica periportal. E uma les&o
representada por expansao fibrosa dos espacos porta, acompanhada de lesdes
destrutivas e que podem conduzir a hipertensdo portal (CARVALHO, COELHO &
LENZI, 2008).

1.3 O GRANULOMA NA ESQUISTOSSOMOSE

O granuloma (FIGURA 3) na esquistossomose € uma reacao inflamatoria focal,
caracterizada por células mononucleares fagociticas e outros tipos celulares que
estdo de forma compacta e organizada em torno dos ovos do parasito (LENZI et al.,
1998). Na fase aguda da doenca, o tamanho do granuloma é determinado pelas
células T, é sensivel a IL-10 com poucos efeitos da resposta de anticorpos, ja na fase
cronica, a regulacao do tamanho depende da resposta de anticorpos e das células T
(LENZI et al., 1999). O granuloma de S. mansoni foi classificado em 2 estagios que
se subdividem em outros estagios (LENZI et al., 1998):

|) Estagio pré-granulomatoso:

-Fracamente/inicialmente reativo (apos 30 dias de infec¢ao);

-Exsudativo (ap6s 35 dias ap0s a infeccédo).

Il) Estagio granulomatoso:

-Exsudativo-produtivo (de 40 a 70 dias apoés a infeccao);

-Produtivo (de 70 a 90 dias ap0s a infeccéo);

-Involutivo (inicia aos 90 dias apos a infeccéo).

No estagio pré-granulomatoso ha o acumulo gradual de células ao redor do
ovo por meio da destruicdo focal das paredes vasculares envolvidas e do parénquima
adjacente. O estagio granulomatoso tem inicio com o surgimento de histiécitos e
células epitelidides que substituem a zona leucocitaria. Posteriormente, 0 ovo se

degenera e se desintegra, tornando-se mais proeminentes as fibras colagenas e o
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granuloma passa para a fase involutiva, tornando-se reduzidos em tamanho com
hialuronizacao das fibras colagenas.

Os granulomas de S. mansoni sdo compostos principalmente de eosindfilos,
linfécitos e macrofagos, com a proporgcao de células variando nos diferentes érgaos
(CHEEVER et al., 2002). Dessas células que compdem o granuloma, cerca de 50%
sdo eosinofilos, os quais secretam proteinas que podem romper e matar
esquistossémulos (LINS et al., 2008). Além disso, algumas evidéncias tem mostrado
um papel imunoregulatério dessas células na resposta imune inata e adaptativa, por
exemplo, na apresentacdo de antigenos e regulacdo e polarizacdo das células T
(AKUTHOTA et al., 2008).

A resposta granulomatosa é inicialmente orquestrada por células TCD4* mas
células TCD8* , células B e macrofagos tem sido mostrados com um papel na
regulacdo da formacéo do granuloma que é o principal responsavel pela patologia na
esquistossomose. Entretanto, € uma forma de protecéo do hospedeiro, ja que sem um
granuloma intacto funcional ocorre, por exemplo, dano microvesicular nos hepatécitos.
Isso pode ser observado em camundongos infectados por S. mansoni com células
TCDA4* depletadas, os quais desenvolveram a doenca na forma aguda fatal, com
animais morrendo 4-6 semanas apds a infeccdo, coincidindo com o periodo de
deposicao dos ovos no tecido (HAMS, AVIELLO & FALLON, 2013).

Em relacdo aos macréfagos, os mesmos podem ser classificados em dois
principais subgrupos: os classicamente ativados, que séo induzidos por citocinas
inflamatérias como IFN-Y e IL-12, e os alternativamente ativados que s&o tipicos de
um ambiente marcado por citocinas como IL-4, IL-13 e IL-21. No granuloma, essas
células podem ter um papel duplo: auxiliar no sequestro dos antigenos liberados pelo
ovo no inicio da resposta inflamatoria e mais tarde possuem um carater anti-
inflamatorio, na fase cronica, suprimindo indiretamente a funcéo de outras células e
diminuindo o volume do granuloma (WILSON et al., 2012).

Durante a evolucdo do processo granulomatoso, os macrofagos tornam-se
maduros, grandes e normalmente descritos como macrofagos epitelidides por sua
semelhanca a células epiteliais. Essas células epiteliéides podem se fundir formando
células gigantes multinucleadas (REISNER, 2015). Enquanto as células epitelidides
sdo nao fagociticas mas secretdrias, as células gigantes retém a sua capacidade
fagociticas e também produzem e secretam citocinas (HERNANDEZ-PANDO et al.,
2000; BOROS & REVANKAR, 2010).
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J& foram descritos alguns estimulos para a formacdo de células gigantes
multinucleadas, como algumas citocinas. Foi mostrado que a IL-4 é requerida para a
formacgéo dessas células, in vitro, in vivo e na esquistossomose. Além dessa citocina
e de estimulos quimiotaticos, a IL-13 e o IFN- Y também favorecem a fusdo dos
macrofagos (HELMING & GORDON, 2007).

A fase produtiva do granuloma, segunda fase do estdgio granulomatoso,
corresponde ao inicio da formacao de fibras e ocorre apds a absorcdo e fagocitose
dos restos celulares resultantes da necrose dos hepatécitos (LINS et al., 2008). A
arquitetura tridimensional do granuloma mostra fibras de matriz extracelular
arranjadas num padrdo de malha, que ocorre no estagio granulomatoso exsudativo
produtivo, e posteriormente, evolui para um arranjo final concéntrico e compacto no
estagio produtivo (~70 dias de infec¢do). Esses dois arranjos de fibras correspondem
a diferentes tipos de colageno que aparecem na evolu¢do do granuloma: coldgeno
tipo Ill, contendo fibras reticulares, que € posteriormente substituido por colageno tipo
| contendo fibras colagenas (LENZI et al., 1998).
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Figura 3. Granulomade S. mansoni na fase aguda. Corte histolégico de figado de camundongos C57BL/6
apos 55 dias de infeccdo com S. mansoni evidenciando a area do granuloma na fase aguda da doenca. A
seta azul mostra o tecido hepatico sadio, a seta verde evidencia o ovo do parasito e a seta amarela mostra

a reacao inflamatoéria em torno do ovo que gera a reagdo granulomatosa (H&E, 100X). Arquivo Pessoal.

1.4 DIAGNOSTICO

Os métodos de diagndstico da esquistossomose podem ser agrupados em
duas categorias: os diretos, que detectam o parasito ou suas partes, e os indiretos
gue identificam evidéncias indiretas do parasito. O diagnostico da infeccdo por S.
mansoni por meio de métodos parasitologicos se baseia na observacédo microscopica
dos ovos do parasito nas fezes devido ao baixo custo operacional e sua praticidade
em casos de infra-estrutura laboratorial precaria (CARVALHO, COELHO & LENZI,
2008).

O diagnéstico direto mais utilizado é o parasitolégico de fezes, feito pelo método
de Kato-Katz que é recomendado pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS) por que
associa o melhor custo-beneficio a maior praticidade. Esse método permite a
visualizagcéo e contagem dos ovos por grama de fezes. Entretanto, a deteccao direta



28

de ovos nas fezes ndo € possivel em infecgbes pré-patentes e o diagndéstico é dificil
naqueles pacientes com baixa taxa de eliminacdo de ovos, em é&reas de baixa
endemicidade e nos casos de avaliacdo pos-tratamento (FERRARI, 2003;
CARVALHO, COELHO & LENZI, 2008; ZHAO, 2012).

Novos métodos de diagnostico tém sido propostos uma vez que os métodos
cladssicos de diagnostico falham em detectar a infeccdo quando o nimero de ovos
eliminados € baixo. Teixeira e colaboradores (2007) desenvolveram um meétodo
altamente sensivel, o Helmintex, para identificar ovos de S. mansoni em maiores
quantidades de fezes. Esse método envolve a separacdo de ovos por meio de beads
paramagnéticos. Outro método desenvolvido por Jurberg (2008) consiste em um
dispositivo de incubacdo para a deteccdo do miracidio. Esses métodos sdo muito
sensiveis mas necessitam de fezes frescas, entretanto, a suspensédo dos miracidios
pode ser examinada por até 15 dias ap0s fixacdo. Mais recentemente, foi descrita uma
nova técnica diagnostica baseada na sedimentacdo diferencial dos ovos quando
sujeitos a um fluxo lento e continuo de uma solugcédo salina a 3%. Esse método é
sensivel, rapido e de facil execucdo, mas pesquisas adicionais estdo em andamento
para utiliza-lo em grandes popula¢des (COELHO et al., 2009).

Existem uma variedade de métodos imunoldgicos para diagnéstico da
esquistossomose, dentre eles, os mais utilizados sdo ELISA, COPT (Teste de
precipitacdo Circumoval), IHAT (Teste de Hemaglutinacdo Indireta) e IFT (Teste de
Imunofluorescéncia Indireta). Entretanto, alguns tém um valor limitado devido a
reacles cruzadas com outras helmintiases, ndo detectam a intensidade da infeccéo,
nao diferenciam infeccbes anteriores das recentes e podem permanecer positivos
durante anos apds a cura quimioterapica. Na forma aguda da esquistossomose, para
complementar o exame clinico, a ultrassonografia abdominal pode ser util na
visualizacdo de aumento inespecifico do figado e do baco, aléem da presenca de
linfadenomegalia peripancreatica e periportal (CARVALHO, COELHO & LENZI, 2008;
GOMES, 2014).

1.5 TRATAMENTO E CONTROLE

Na busca por novos farmacos para a terapéutica da esquistossomose, deve-se
considerar aquelas que poderdao prevenir a infec¢cdo, as que irdo agir nas formas

jovens do verme; drogas supressoras que interrompam a postura das fémeas, visto
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que o0 ovo é o principal agente patogénico, além de interromper a transmissédo da
doenca; e drogas curativas que matam os vermes adultos (CARVALHO, COELHO &
LENZI, 2008).

O praziquantel €é a farmacoterapia chave utilizada para tratar a
esquistossomose pois € um farmaco efetivo que pode ser utilizado para todas as
espécies de Schistosoma que infectam humanos (CHAN, 2013). Possui baixo custo e
alta taxa de cura (ESMAT et al., 2009). Para tentar resolver o problema da baixa
susceptibilidade dos estagios imaturos do parasito a droga, pode-se administrar uma
segunda dose apos 15 dias (CIOLI et al., 2014). Os efeitos colaterais séo leves, ndo
existindo evidéncias de que provoque lesdes tdxicas graves no figado ou outros
6rgéos (MINISTERIO DA SAUDE,2009).

Vérias drogas com potencial anti-helmintico ttm como alvo os canais idnicos,
dada a importancia desses canais para a biologia do parasito. Estudos iniciais sobre
a atuacdo do praziquantel em esquistossomos mostraram que além de causar
modificacdes na superficie do verme adulto expondo varios antigenos do parasito ao
sistema imune do hospedeiro, essa droga causa contracao e paralisia muscular dos
vermes adultos, acompanhada de rapida captacdo de célcio do meio externo
(ARAGON, 2009; CHAN et al., 2013; CIOLI et al., 2014).

Atualmente, o controle da doenca é principalmente baseado no tratamento de
individuos infectados com o farmaco citado, entretanto o praziquantel ndo previne a
reinfeccdo, além da possibilidade de resisténcia a droga (CARDOSO et al., 2006;
GAZE et al, 2014). A melhor estratégia, a longo prazo, para controlar a
esquistossomose, seria a imunizacdo por meio de uma vacina (CARDOSO et al.,
2006).

Novos antigenos de Schistosoma tém sido descobertos gracas aos avancos na
biologia molecular do parasito, genoma, transcriptoma e proteoma do tegumento. Os
principais alvos candidatos a vacina sao produtos do sistema excretor e secretor, bem
como moléculas da superficie do verme. Esses sdo moléculas que interagem
diretamente com o sistema imune do hospedeiro (RICCIARDI & NDAO, 2015).

De acordo com a Organiza¢ado Mundial de Saude (BETHONY et al., 2011), um
possivel candidato a vacina deve oferecer uma protecdo acima de 40%. De acordo
com estudos de imunizacdo com cercérias irradiadas em modelos animais, esta
estratégia pode oferecer uma taxa de 60 a 70% de protecdo (RICCIARDI & NDAO,
2015).
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Um antigeno recombinante de Glutationa-S-transferase (GST), clonado de S.
haematobium, foi o primeiro antigeno de Schistosoma a participar de ensaios clinicos.
A vacina contendo esse antigeno € chamada Bilhvax, formulada com o adjuvante
hidroxido de aluminio. Em estudos pré-clinicos, a mesma inibiu significativamente a
fecundidade da fémea e a viabilidade dos ovos (CAPRON et al., 2001). Um recente
ensaio clinico de Fase 1 em homens Caucasianos saudaveis usando esse antigeno
mostrou niveis elevados de anticorpos GST-neutralizantes, bem como niveis
significativos de citocinas IL-5 e IL-13 detectados 21 dias apos a segunda dose da
vacina GST. Embora anticorpos IgE sejam conhecidos como protetores na
esquistossomose, nenhum anticorpo dessa classe anti-GST foi gerado nesses
individuos (RIVEAU et al., 2012).

O segundo antigeno aplicado em ensaios clinicos, também promissor como
candidato a vacina, foi o Sm14, uma proteina ligadora de &cidos graxos. Em
camundongos, a proteina recombinante gerou niveis de protecdo de 67% contra o
desafio com S. mansoni. Em humanos, houve uma inducéo de anticorpos IgG e de
células TCD4* produtoras de IFN-gamma e IL-2 quando esse antigeno recombinante
formulado com glicopiranosil lipidio A em uma emulsdo 6leo em agua (rSm14/GLA-
SE) foi administrado em 20 homens saudaveis de uma area ndo endémica para
esquistossomose em trés doses com intervalo de 30 dias (SANTINI-OLIVEIRA et al.,
2016).

Além dos antigenos citados, existem outros promissores como candidatos a
vacina, entretanto, estdo em testes pré-clinicos mas tem potencial para entrarem em
ensaios clinicos em um futuro proximo (RICCIARDI & NDAO, 2015).

1.6 IMUNOLOGIA DA ESQUISTOSSOMOSE

1.6.1 O PERFIL DE CITOCINAS NA ESQUISTOSSOMOSE

O sistema imune de hospedeiros infectados responde aos varios estagios do
ciclo de Schistosoma, inicialmente a penetracdo da cercaria, migracdo dos
esquistossémulos, vermes adultos e aos ovos aprisionados no tecido. Todos esses
estagios possuem varios antigenos que estimulam uma forte resposta imune humoral
e celular (COLLEY et al., 2014).
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Durante os estagios iniciais da infeccdo em camundongos, nas primeiras 4-6
semanas, ha uma resposta imune predominante do tipo Th1l, dirigida principalmente
aos antigenos dos esquistossomulos e vermes adultos imaturos. Essa resposta é
caracterizada pelo aumento de TNF-a e IFN-y. O IFN-y contribui para a formacgéo do
granuloma e a auséncia de receptores para esta citocina em animais foi responsavel
pela formacao de granulomas de tamanho reduzido, que avangam mais rapidamente
para a fase cronica, sugerindo um término prematuro da fase inflamatoria (REZENDE
et al., 1997).

Por volta da sexta semana de infec¢cdo, quando se inicia a oviposi¢do, esse
perfil sofre uma mudanca para uma resposta imune predominantemente do tipo Th2,
com secrecédo de IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13. A partir da ovoposi¢ao tem inicio a formacéao
do granuloma esquistossomotico que € principalmente causada pelos ovos do
parasito que ficam aprisionados nos 6rgaos do hospedeiro, como intestino e figado.
Esses ovos secretam antigenos como o 6mega 1 e IPSE/alfa 1 os quais séo liberados
em maior abundancia, sendo que o primeiro direciona as células dendriticas para uma
resposta Th2 e IPSE/alfa 1 induz a liberacéo de IL-4 e IL-13 dos basofilos (PEARCE
et al., 2002; BURKE et al., 2009; SCHRAMM, et al., 2010).

A resposta Th2 e o pico de formagdo do granuloma ocorre entre 8 e 10
semanas apos a infeccdo. Essa resposta Th2 comeca a diminuir com a progressao
para a fibrose crénica (BURKE et al., 2009; WYNN et al., 2015). A deplecdo dessa
resposta, particularmente da IL-4, causa dano tecidual e morte do hospedeiro devido
a uma forte resposta Thl proé-inflamatéria. Dessa forma, a resposta Th2 desempenha
um papel protetor para o hospedeiro, regulando a intensidade da reacédo inflamatoria
granulomatosa causada pelos ovos do parasito (COLLEY et al., 2014).

A citocina IL-4 é responséavel por determinar o tamanho do granuloma induzindo
a proliferacdo de linfécitos produtores de citocinas Th2, essa citocina também é
importante para a producéo de IL-5 e IL-13 pelas células associadas ao granuloma,
aumentando o efeito da IL-13 sobre a fibrogénese (BURKE et al., 2009). A citocina IL-
13, associada a IL-4, induz a expressao de arginase em macréfagos, a qual usa L-
arginina como substrato para fazer L-ornitina que é convertida em prolina, aminoacido
essencial para a producéo de colageno e desenvolvimento da fibrose (PEARCE et al.,
2002). Adicionalmente, estas citocinas de perfil Th2, como IL-4 e IL-5, podem ser

associadas com a resisténcia uma vez que as mesmas controlam a producéo de IgE
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e eosindfilos, respectivamente, os quais foram relacionados com resisténcia a
reinfeccdo (KHALIFE et al., 2000).

Embora inicialmente ocorra uma resposta Thl na esquistossomose, existem
razdes para suspeitar que a resposta aos vermes do parasito durante a infeccao
prepatente seja mais complexa uma vez que ha eosinofilia e o aumento da
eosinopoiese durante as primeiras semanas de infecgdo, resposta mediada
tipicamente por IL-5, uma citocina Th2 (FRAGA et al., 2010). Os eosindfilos sdo as
células mais abundantes nos granulomas induzidos por S. mansoni (REIMAN et al.,
2006), produzem também citocinas Th2 como a IL-13 (BURKE et al., 2009). Além da
IL-5, a sobrevivéncia dos eosindfilos nos tecidos pode ser aumentada por IL-3, GM-
CSF, IL-33 e IFN-y (STONE et al., 2010).

Entre 7 e 8 semanas de infec¢ao, células Treg FOXP3* e IL-10 sdo detectaveis,
além de comecar a proliferar células B CD5* FasL* esplénicas (LUNDY & LUKCASS,
2013). Nesse aspecto regulatério, tem sido descrita a presenca de células Treg
naturais e induziveis. As primeiras tém uma expansao significativa apés 4 semanas
de infec¢do. Na infeccdo por Schistosoma essas células tém varias fungbes como a
supressdo da ativacdo de células dendriticas, orquestracdo da resposta Th2 e
regulacdo da mesma no desenvolvimento do granuloma e fibrose (WILSON et al.,
2009). Esse papel regulatorio das células Treg ocorre por mecanismos dependentes
de IL-10 e/ou TGF-B sendo que a citocina IL-10 possui um papel regulatorio,
facilitando a mudanca do perfil Thl para Th2 (MBOW et al., 2013).

Na esquistossomose murina, tem sido mostrado que a IL-10 suprime a ativagao
de macréfagos e células dendriticas prevenindo o desenvolvimento da patologia
severa devido a uma resposta excessiva Thl ou Th2 e evita uma potencial inflamacéo
deletéria no tecido (BURKE et al., 2009; DEWALS, 2010). Camundongos tratados com
anticorpos monoclonais anti-IL-10R e anti-TGF-3 tiveram aumento de mortalidade e
da citocina IL-17, o que reforca a hipétese de que o balanco das células Th17 e Tregs
pode ser critico para o resultado clinico da doenga em humanos (MBOW et al., 2013).
Na presenca de TGF-B e IL-6, as células Th se diferenciam em Th17, sugerindo assim
uma relacéo reciproca entre Treg e Th1l7, uma vez que a manipulacéo dessa via gera
elevacdo dos niveis de células Treg ou Thl7, podendo promover um aumento da
inflamacé&o no tecido (OZDEMIR, 2009).

As células Thl7 ndo parecem estar envolvidas na patogénese da

esquistossomose em camundongos com moderada patologia e tém sido associadas
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ao desenvolvimento de uma patologia severa em camundongos CBA/J com resposta
polarizada Thl que desenvolvem uma forte resposta inflamatéria com altos niveis de
IFN-y (BURKE et al., 2009).

Além das células Treg, estudos em camundongos tém mostrado que células B
produtoras de IL-10 podem regular negativamente a resposta imune por meio de
mecanismos dependentes de anticorpos e da produgdo de citocinas regulatérias
(BOUAZIZ et al., 2012). Tem sido mostrado que as células B tem um papel regulatorio
na infecgdo por S. mansoni, uma vez que camundongos infectados com o parasito e
deficientes em células B apresentaram uma reducéo da sobrevivéncia durante a fase
cronica da infeccdo (MANGAN et al., 2004; LUNDY & LUKCAS, 2013). Além disso, foi
mostrado que ha intenso recrutamento de células B1CD5* na cavidade peritoneal
durante as primeiras 5 semanas de infec¢cdo. Assim, os estudos com essas células
regulatérias mostram que tanto células Breg quanto Treg com propriedades anti-
inflamatérias contribuem para controlar ambas as respostas imunes, inata e

adaptativa, principalmente em infec¢des crénicas (MAJLESSI et al.,2008).

1.6.2 RESPOSTA HUMORAL NA ESQUISTOSSOMOSE

O processo envolvido na resposta imune contra Schistosoma é complexo
devido a variacao antigénica durante o ciclo de vida e aos mecanismos pelos quais o0
parasito evade do sistema imune do hospedeiro (ZHANG et al., 2006). Na infeccdo
por S. mansoni, a expressdo de proteinas em todo o ciclo de vida do parasito e sua
localizacdo em tecidos especificos pode ser muito importante para determinar os
niveis de exposicao de uma proteina ao sistema imune e a resposta de anticorpos
correspondentes (FARNELL et al., 2015).

Durante a infeccado natural por S. mansoni, ap0s a ovoposi¢ao, a resposta
imune muda de um perfil Thl para Th2 ocorrendo um aumento nos niveis de IgE e do
namero de eosindfilos circulantes refletindo a producéao de IL-4 e IL-5 que marcam a
mudanca para o perfil Th2 (ZHANG et al., 2006).

Vérios estudos em modelos experimentais sobre 0os mecanismos efetores
dirigidos contra S. mansoni demonstraram que 0s anticorpos Sao citotoxicos para 0s
esquistossémulos na presenca de células efetoras, como eosindfilos, macrofagos e

plaguetas. Na esquistossomose humana, IgG1, IgG3 e IgE tém sido apontados como
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0s anticorpos diretamente envolvidos nos mecanismos efetores (KHALIFE et al.,
2000).

Em relacdo a IgE, ha uma correlacdo positiva entre resisténcia a reinfeccao e
a resposta especifica dessa imunoglobulina observada em varios estudos
epidemiologicos. Os anticorpos dessa classe podem se ligar diretamente nos
eosindfilos pela ligacdo aos receptores FceRI que pode mediar a citotoxicidade
dependente de eosindfilos especifica contra esquistossomulos pela liberacdo da
peroxidade eosinofilica (FIGURA 4) (ZHANG et al., 2006). Além do receptor FceRl
para IgE, os eosinodfilos tém receptores para IgG (FcyRII/CD32) e IgA (FcaRI/CD89),
dentre outros (STONE et al., 2010).

Além dos eosinodfilos, mastécitos e basdfilos também possuem receptores
FceRIl para IgE que ao se ligar de forma cruzada ao antigeno e ao receptor
desencadeia a liberacdo de mediadores inflamatérios como histamina por mastocitos
e citocinas IL-4 e IL-13 por basdfilos (KNOL et al., 2006; STONE et al., 2010).

Eosinofilo

Lisossomos—.

Eosinéfilo .

Fab —
Eosinofilo .

Figura 4. Opsonizacdo do helminto por IgE e eosinéfilos. Adaptado de Zhang e Mutapi,

2006).
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Em relac&o ao anticorpo 1IgG4, o mesmo tem sido associado ao aumento da
susceptibilidade a reinfeccdo, uma vez que essa imunoglobulina inibe a citotoxicidade
dependente de IgG1 e IgG3 e promove uma competicao por antigenos com anticorpos
IgE (KHALIFE et al., 2000).

Em camundongos, complexos imunes de 1gG podem mediar a liberagéo de
mediadores pelos mastocitos via receptor FcyRIll assim como por meio do receptor
FcERI (receptor de alta afinidade para IgE) em camundongos deficientes em IgE.
Assim, quando anticorpos IgG especificos para o alergeno sdo administrados ou
induzidos em modelo murino, podera resultar em um resultado falso positivo. Quando
alergenos séo pré-incubados com IgG e IgE especificos, IgG também pode se ligar a
esses antigenos e diminuir a subsequente ativacdo de mastocitos/basofilos com os
alergenos pré-incubados (KNOL, 2006).

Dessa forma, o lento desenvolvimento de imunidade adquirida pode ser devido
ao blogueio de receptores de IgE pelo excesso de anticorpos IgG4 anti-Schistosoma
e possivelmente a outras imunoglobulinas nos primeiros anos da infeccédo (COLLEY
et al., 2014).

A concentracao de IgE no plasma é a mais baixa de todas as imunoglobulinas,
tem meia vida de ~2 dias, sendo sua expressao altamente controlada na auséncia de
doenca. Ao longo da infancia, na auséncia de doencga, os niveis dessa imunoglobulina
aumentam e tém um pico aos 10-15 anos de idade e, posteriormente, diminuem
durante a vida adulta, sendo seus niveis influenciados pela genética, raca, status
imune e fatores ambientais (STONE et al., 2010).

Além da idade, na esquistossomose, o perfil de anticorpos também é
influenciado pela area, sexo e intensidade da infec¢cdo. Em relagdo aos anticorpos
IgE, a maioria dos estudos que associam essa imunoglobulina a imunidade contra o
parasito sdo epidemioldgicos (FITZSIMONS, FALCONE & DUNNE, 2014). No estudo
de Mutapi e colaboradores (1997), pessoas de area endémicas com elevada taxa de
infecgdo produziram mais IgE anti-SEA (antigenos solUveis de ovos) e a reatividade
dos anticorpos IgE contra os antigenos de vermes adultos aumentou com a idade em
ambas regides, de alta e baixa intensidade de infec¢édo. A regulagéo de IgE também
depende da extensao e duragdo da exposi¢ao do individuo a determinadas proteinas
allergen-like do parasito (PINOT DE MOIRA, 2013).

Em S. mansoni existem algumas proteinas descritas que induzem anticorpos

IgE como a IPSE/alpha 1 (SCHRAMM et al., 2007), proteina secretada pelos ovos do
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parasito e uma proteina de 22, 6 kDa (DUNNE et al.,1997) presente no tegumento dos
vermes adultos. Além destas, existem outras do parasito que sdo apresentadas como
proteinas allergen-like, ou seja, proteinas do helminto que contem estruturas similares
aos principais alergenos ambientais conhecidos (FARNELL et al., 2015).

A resposta de IgE para a proteina SmTALZ2 (allergen-like) do tegumento de S.
mansoni, expressa em todo o ciclo de vida do parasito, foi mais baixa nos pacientes
residentes mais antigos de uma area endémica do Quénia e significativamente maior
em imigrantes recentes da mesma area (PINOT DE MOIRA, 2013).

Helmintos e alergia induzem uma forte resposta Th2 com switching para a
producéo de IgE e acredita-se que esse perfil de resposta, juntamente com IgE, tenha
evoluido para controlar parasitos extracelulares. H4 um aumento nas evidéncias de
gue a forte resposta Th2 de individuos atépicos é suprimida por certas infec¢des
helminticas (FITZSIMMONS et al., 2009). Nesse sentido, tem sido discutida a
“‘hipotese da higiene”, um conceito sugestivo de que a exposicdo a produtos
microbianos nas fases iniciais da vida induz uma modulacdo imunolégica de forma a
diminuir processos inflamatorios no hospedeiro (SANTIAGO & NUTMAN, 2016).
Dessa forma, essa hipbétese propde que a incidéncia de doencas alérgicas e
autoimunes em paises industrializados é consequéncia da melhoria nas condi¢cdes
sanitarias (KEARNEY et al., 2014).

Algumas hipoteses sé@o propostas para explicar a supressao da resposta Th2
de individuos atépicos infectados por helmintos: a producao de citocinas regulatérias
como a IL-10 e TGF-B por helmintos como Schistosoma, a competicdo por IgE
policlonal induzida pelo helminto e IgE especifica para aeroalergenos pelos receptores
presentes na superficie de mastoécitos, inibicdo da sintese de IgE especifica para
aeroalergenos pelos altos niveis de IgE policlonal e altas concentracfes de IgG4
(anticorpo bloqueador) que pode competir com IgE pela ligacdo ao alergeno
(FIGUEIREDO, 2004; FLOHR et al., 2009;SANTIAGO & NUTMAN, 2016).

Uma minoria de antigenos tem propriedades alergénicas, algumas
propriedades funcionais ddo as proteinas ambientais e alergenos alimentares maior
possibilidade de sensibilizar individuos susceptiveis. Uma caracteristica comum de
um pequeno numero de alergenos é a atividade proteolitica, a qual permite que
possam ultrapassar barreiras mucosas. Muitos helmintos dependem da producgéo de

proteases durante a migrag&o nos tecidos e tem-se argumentado que essas proteases
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possam ter uma alergenicidade intrinseca, entretanto, nem sempre essas

propriedades bioldgicas estao presentes nos alergenos (FITZSIMMONS et al., 2014).

1.6.3 ANTICORPOS NATURAIS ?

Anticorpos naturais sdo produzidos sem a necessidade de estimulo antigénico
externo (LUTZ, 2008). Os titulos de anticorpos naturais IgM jA aumentam no Gtero e
sdo bem constantes durante toda a vida humana, o mesmo € valido para os IgG’s em
criangas saudaveis (até 18 anos). Assim, os humanos, ao nascimento, ja tém niveis
substanciais de anticorpos IgM, ou seja, anticorpos naturais que estdao preparados
para contribuir com as defesas neonatas do hospedeiro contra ameacas do ambiente
externo, diferente dos anticorpos IgG e IgA que vem do sistema imunolégico materno
(SILVERMAN, 2015).

Diferente de IgM, os anticorpos naturais IgG’s tem os titulos aumentados a
varios autoantigenos e em particular a proteinas do citoesqueleto, aumentando 2 a 3
vezes apos injuria severa com trauma e permanecem altos por varios anos (LUTZ,
2007).

Ha uma concordancia de que o0s anticorpos naturais em humanos e
camundongos saudaveis séo codificados por genes que ndo foram submetidos a uma
mutacdo somatica extensiva e maturacao de afinidade, como é o caso das respostas
de anticorpos dependentes de células T induzidas por antigenos em imunizacdes
convencionais. E essa falta de maturacdo de afinidade poderia explicar o fato dos
anticorpos naturais serem multireativos (COUTINHO, KAZATCHKINE & AVRAMEAS,
1995).

Muitos anticorpos naturais IgM e IgG séo contra constituintes intracelulares que
atuam na homeostase (LUTZ, 2009). A homeostase dos tecidos em vertebrados
requer a habilidade em limpar proteinas liberadas de células lisadas, eliminar
proteinas plasmaticas nao-funcionais e reconhecer e eliminar células senescentes e
apoptoticas (LUTZ, 2007). Esses anticorpos séao de baixo titulo, baixa afinidade para
autoantigenos conservados ou antigenos nao-proprios (JELEZAROVA et al., 2005).

O desenvolvimento de imunoglobulinas com papéis homeostaticos teciduais
requer mais a diferenciac@o entre o que é proprio exposto e oculto alterado do que o
que € proprio e nao proprio. Desse modo, as estratégias do sistema imunolégico para

tal, ndo foi “eliminar clones reativos proprios” e “ligagao de alta afinidade” mas criar
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um sistema refinado e simples aproveitando a acessibilidade e a avidez. O
reconhecimento de proteinas liberadas a partir de células lisadas ou que estédo
morrendo € analogo a “limpeza” do que é nado-préprio, porque esses autoantigenos
tornam-se acessiveis somente apoés a lise celular e ndo sdo normalmente expostos a
anticorpos circulantes (LUTZ, 2007). Nesse sentido, de remoc¢ao dos residuos, esses
anticorpos naturais podem prevenir uma resposta imune adaptativa e doengas auto-
imunes (LUTZ et al., 2009).

Tanto humanos quanto camundongos podem aumentar a producdo de
anticorpos naturais 1gG. Essa regulagdo positiva de anticorpos naturais 1gG esta de
acordo com seu papel em mediar a fagocitose via receptor do complemento e FcyR
dos residuos celulares (LUTZ, 2007). Uma caracteristica marcante dos anticorpos
naturais em camundongos é que essas imunoglobulinas podem ser encontradas nos
animais germ- e antigeno-free (animais germ-free que recebem uma dieta ultrafiltrada)
0 que € sugerido pelo menos em parte, sua producao por autoantigenos (KEARNEY
et al., 2015).

Muitas das familias de alergenos descritas, também estdo presentes em
humanos mas podem nao ser alvo de uma resposta de IgE. Por meio de analises in
silico de proteinas alimentares e suas respostas de IgE, foi proposto que proteinas
com alta identidade na sequéncia com as homodlogas de humanos (acima de 62%)
foram raramente alergénicas. Por isso, acredita-se que a imunologia relacionada a IgE
evoluiu para direcionar a resposta Th2 a grandes parasitos multicelulares que séo
mais estreitamente relacionados a nds do que patdgenos bacterianos, fungicos ou
virais (FITZSIMMONS et al., 2014). Anticorpos para antigenos conservados em
bactérias que comumente causam infecces em humanos tem o potencial de reagir
com outros organismos, incluindo fungos e insetos associados com a alergia
(KEARNEY et al., 2015).

Historicamente, na primeira descricdo de autorreatividade humana né&o foi
possivel identificar a natureza molecular da proteina enddégena que gerava
autoanticorpos IgE até o progresso nos métodos de biologia molecular. As reacdes
contra antigenos préprios que compartilham homologia estrutural com alergenos
ambientais podem ser explicadas pelo mimetismo molecular entre epitopos comuns
para células B. Estruturas 3D de diversos alergenos tem sido elucidadas e no que diz

respeito a reatividade cruzada a antigenos proprios, as estruturas mais interessantes
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sdo as que permitem a comparacao de pares entre o0 ambiente e proteinas humanas
correspondentes (ZELLER et al., 2008).

A presenca de autoanticorpos IgE tem sido descrita em algumas doencas
autoimunes como no caso do Lupus eritematoso sistémico, onde esses
autoanticorpos para antigenos nucleares como anti-dsDNA é mais comum em
individuos com a doenga ativa (DEMA et al.,, 2014). Embora a reatividade de
autoantigenos mediada por anticorpos IgE tenha sido demonstrada in vitro e in vivo
ainda ndo esta claro “se” e “como” o reconhecimento imunolégico de autoantigenos
IgE-reativos podem contribuir para a patogénese da inflamacéo alérgica. Entretanto,
tem aumentado as evidéncias derivadas de trabalhos estruturais comparando pares
de homologos ambientais e antigenos proprios e de trabalhos celulares indicando que
a autoreatividade a antigenos préprios € devido ao mimetismo molecular entre

epitopos de células B comuns no processo de sensibilizacdo (ZELLER et al., 2008).

1.7 A FAMILIA DAS NTPDases

Enzimas localizadas na superficie celular que hidrolisam nucleotideos
extracelulares foram descritas antes da sinalizacdo intercelular via nucleotideos
extracelulares, descoberta como principal meio de comunicacdo entre as células.
Essas enzimas (FIGURA 5) sado divididas em 4 grupos que incluem as Ecto-
nucleosideo trifosfato difosfohidrolases (E-NTPDases), ecto-5-nucleotidases (eN),
Ecto-nucleotideo pirofosfatase/fosfodiesterases (E-NPPs) e Fosfatases alcalinas
(APs) (ZIMMERMANN et al., 2012).
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Figura 5. Topografia da membrana mostrando as quatro familias de enzimas. As setas
evidenciam os locais onde podem ser clivadas.Fonte: Extraido de Zimmerman et al., 2012.

As NTPDases sao nucleotideo-especificas e hidrolisam nucleosideo di- e
trifosfatados em nucleosideo monofosfatados como produto final da hidrdlise e sua
atividade catalitica € dependente de ions divalentes como calcio e magnésio
(ZIMMERMANN et al., 2012).

Todos os membros dessa familia de proteinas apresentam em sua estrutura
cinco regides comuns, chamadas regides conservadas de apirase (ACRs), as quais
conferem a este grupo de enzimas uma identidade e estdo envolvidas na atividade
catalitica da enzima (HANDA & GUIDOTTI, 1996; VASCONCELOS et al. 1996). Além
disso, essas enzimas diferem de outras fosfohidrolases por serem insensiveis a
inibidores conhecidos de varias ATPases (Tipo P, F e V), fosfatases e adenilato
quinases (HANDA & GUIDOTTI, 1996).

Em relagdo a nomenclatura, essa familia de proteinas ndo possui uma
uniformemente aceita para todos os membros que a compdem, oS quais Sao
classificados pela ordem de descoberta e pelas propriedades cataliticas (ROBSON,
2006; VASCONCELOS et al., 2009). Os membros dessa familia sdo nomeados como
ATP difosfohidrolase ou NTPase em parasitos, NTPDases em mamiferos e apirases
em plantas (VASCONCELOS et al., 2009).

A primeira descricdo da familia ATP difosfohidrolase foi feita ha mais de 20

anos baseada em estudos da apirase de batata (Solanum tuberosum) (HANDA &
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GUIDOTTI, 1996; VASCONCELOS, 1996). Em plantas, a apirase pode ser uma
proteina citosolica, ligada & membrana ou ao nucleo. Devido a localizagéo, essa
proteina pode ter participacdo em varios processos, como resposta ao estimulo tatico,
germinacao do polen e biossintese de amido (KETTLUN et al., 2005).

O primeiro membro de NTPDase a ser clonado e sequenciado em mamiferos
foi o antigeno de ativacao celular de linfocitos, o CD39. Nesses organismos, existem
oito isoformas descritas (FIGURA 6); quatro sdo enzimas tipicamente localizadas na
superficie celular com um sitio catalitico para o meio extracelular (NTPDases 1, 2,3 e
8); as isoformas 4 e 7 estdo localizadas inteiramente no meio intracelular para o limen
de organelas citoplasméaticas e as NTPDases 5 e 6 exibem localizacdo intracelular e
sao secretadas (ROBSON et al., 2006; SANSOM et al., 2008).

CQ0OH
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MTPDase ]
RTPCA
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* Exiracaliular spacefargansle lumen
Membransa
Cytaplasm
MH, CooH HH;

Figura 6. Representacdo das NTPDases de mamiferos. Fonte: Adaptado de Sansom et al.,
2008.

O CD39 é expresso em varias células como NK, mondcitos, células dendriticas,
em células B e subgrupos de células T ativadas como as células Treg (DWYER et al.,
2007; KANTHI et al., 2014).

Além do papel anti-inflamatorio, CD39 tem sido associado a desagregacao
plaquetaria por hidrolisar o ADP extracelular e regular o tamanho do trombo.
Neutrofilos estimulados mobilizam CD39 na membrana celular e o ATP também é
liberado em sua superficie sendo hidrolisado a AMP que é convertido a adenosina por
outra ectoenzima CD73. A adenosina estimula o0s receptores purinérgicos
promovendo a migracdo celular desempenhando diferentes fun¢cbes em varios
tecidos, como um efeito anti-inflamatorio em células Treg. Além de células do
hospedeiro, varios patégenos possuem enzimas-like CD39 que promovem o

estabelecimento e propagacdo da infeccdo. Dessa forma, varios mecanismos
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regulatorios sdo usados para manter a homeostase imune, evitar a autoimunidade e
moderar a inflamacé&o induzida por patdgenos e injurias ambientais. Nesse sentido, as
células Treg tem um papel central pois a via CD39/CD73 modula a atividade de Treg
(FIGURA 7) (DWYER et al., 2007;ANTONIOLI et al., 2013).
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Figura 7. Modulacado da atividade de Treg pela via CD39/CD73. A ativacdo do TCR na célula Treg
induz a atividade de CD39 que metaboliza 0 ATP sendo crucial para a atividade imunossupressora de
Treg por que facilita a geragéo de adenosina, um componente essencial na atividade imunossupressora
e anti-inflamatéria nessas células T regulatérias. Extraido de ANTONIOLI et al., 2013.

Em relagcéo as ATP difosfohidrolases, as mesmas ja foram caracterizadas em
diversos parasitos, como T. gondii (BERMUDES, 1994), T. cruzi (FIETTO, 2004), L.
amazonensis (COIMBRA, 2002) e L. braziliensis (REZENDE-SOARES, 2010). Em
Schistosoma mansoni, existem duas isoformas dessas proteinas descritas, a
SmATPDase 1 e a SmATPDase 2 com massa molecular de aproximadamente 63 kDa,
identificadas no tegumento do verme adulto (VASCONCELOS et al., 1993;
VASCONCELOS et al., 1996) e em ovos do parasito (FARIA-PINTO et al., 2004).
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A caracterizacado molecular da SmATPDase 1 (DeMARCO et al., 2003) mostrou
gue a mesma é expressa em todos os estagios do ciclo de S. mansoni e que a mesma
possui alta similaridade com a CD39/NTPDase 1 humana. Posteriormente, a
SmAPDase 2 teve seu gene clonado e foi mostrado que essa isoforma possui massa
molecular de ~63 kDa com uma regido transmembrana amino-terminal sujeita a
processamento pos- traducional sendo secretada com ~55 kDa, sendo essa isoforma
mais similar as NTPDases 5 e 6 de mamiferos (LEVANO-GARCIA et al., 2007).
Da'dara e colaboradores (2014 a) observaram, por meio de RNAI, que a SmATPDase
1 é a principal responsavel pela atividade ATPasica e ADPasica em Schistosoma
mansoni, diferente das outras ectoenzimas fosfatase alcalina (SmAP) e
fosfodiesterase (SmMNPP-5). As trés enzimas recombinantes também foram testadas
em ensaios de protecdo em camundongos e individualmente ou em conjunto, nao
reduziram a carga de vermes. Entretanto, a imunizacdo com a SmAP sozinha ou as
trés enzimas juntas associadas ao tratamento com praziquantel reduziu em torno de
40% a carga de vermes e a SmAP e SmMPNPP-5 também induziram altos niveis de
anticorpos mas a SmAP foi a mais imunogénica (ROFFATO et al., 2013).

Em tecidos saudaveis, o ATP esta presente no interior das células, atingindo
concentracdes milimolares e a concentracdo extracelular é baixa, podendo atuar na
comunicacgdo intercelular. Entretanto, nucleotideos extracelulares como ATP séo
conhecidos por atuarem como DAMPs (Padrées Moleculares Associados ao Dano)
por agirem como moléculas sinalizadoras endogenas que contribuem para a
inflamacéo e resposta imunolégica. O ATP exerce um efeito quimiotatico direto sobre
eosinofilos, neutrdéfilos e células dendriticas imaturas (TRAUTMANN et al., 2009).

Dessa forma, é proposto que o dano fisico causado pelo movimento
intravascular dos vermes ou passagem dos ovos de S. mansoni no endotélio do
hospedeiro poderia causar liberacdo de DAMPs como ATP que estimularia uma
resposta imune inflamatoria ao redor desses parasitos. Dessa forma, as NTPDases
poderiam eliminar o sinal de dano por hidrolisar esse nucleotideo (BHARDWAJ et al.,
2009).

Além disso, como esses parasitos tem um habitat intravascular, podem lesionar
e obstruir os vasos causando coagulacéo sanguinea em seu entorno. Como o ADP é
pré-agregante plaquetario, uma enzima como a SmATPDase 1 que hidrolisa esse
substrato pode evitar esse dano ao redor do parasito (DA'DARA, 2014 a). Neste

trabalho, Da’Dara e cols. (2014, b) observaram que a SmATPDase 2 é mais expressa
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nos ovos de S. mansoni em comparacao com as fémeas do verme adulto e que a
supressdo da mesma usando RNAIi ndo impactou a habilidade dos parasitos em
degradar o ATP ou ADP exogeno, diferente de quando a SmATPDase 1 foi suprimida.
Dessa forma, propuseram que a isoforma 2 tenha uma funcdo no ambiente interno do
parasito como reacgOes de glicosilagdo no aparato de Golgi e exerca um papel
importante principalmente nos ovos, onde é consideravelmente mais expressa
(DA'DARA et al., 2014).

A apirase de batata (Solanum tuberosum), membro da familia das ATP
difosfohidrolases, e os anticorpos produzidos contra a mesma tem sido utilizados por
NOSSO grupo para estudar as proteinas dessa familia em parasitos como Leishmania
spp (COIMBRA et al., 2008; REZENDE-SOARES et al., 2010; MAIA et al., 2013) e
Schistosoma mansoni (Vasconcelos et al., 1996; Faria-Pinto et al., 2004). A proteina
vegetal mostrou propriedades imunoestimulatérias em camundongos e coelho. As
duas isoformas de S. mansoni possuem imunoreatividade cruzada com anticorpos
anti-apirase de batata (VASCONCELOS et al., 1996; FARIA-PINTO et al., 2004) e por
microscopia confocal, anticorpos anti-apirase de batata mostraram forte marcacéo em
vermes adultos (VASCONCELOS et al., 1996) e ovos (FARIA-PINTO et al., 2004) de
S. mansoni, 0 que sugeriu a existéncia de dominios conservados entre a proteinas
vegetal e aquelas dos parasitos citados.

Em 2008, por meio de analises in silico, Faria-Pinto e colaboradores
observaram a existéncia de homologia entre a proteina vegetal e a SmATPDase 2 de
S. mansoni (28% de identidade e 43% de similaridade), jA com a SmATPDase 1 a
homologia foi menor (25% de identidade e 42% de similaridade). Neste trabalho,
também foi observada a ocorréncia de um dominio conservado que é compartilhado
entre a apirase de batata e a SmATPDase 2 de S.mansoni, o que justificou a obtencéo
de um polipeptideo recombinante pertencente a apirase de batata (r-Dominio B) para
investigar o envolvimento deste dominio na antigenicidade, atividade e funcéo destas
proteinas (MAIA et al.,, 2011). Em camundongos Balb/c, esse r-Dominio foi
imunoestimulatério e anticorpos IgG de pacientes com esquistossomose (40% de
plasmapositividade) exibiram significativa imunoreatividade cruzada com o mesmo
(MAIA et al., 2011). Além disso, anticorpos produzidos em camundongos contra um
peptideo sintético derivado do Dominio B da SmATPDase 2 de S. mansoni
imunolocalizaram, por microscopia confocal, a ATP difosfohidrolase no ovo do

parasito em granulomas do figado de animais infectados (GUSMAOQ, 2012).
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Para verificar o papel da proteina vegetal e do Dominio B dela derivado na
esquistossomose experimental com base nessa relacao estrutural existente com as
SmATPDases do parasito, foi feito um ensaio de protecdo em camundongos Swiss
por nosso grupo (SOARES, 2012). Neste trabalho, a imunizacdo dos camundongos
Swiss com a apirase de batata ou r-Dominio B, ambos emulsificados em adjuvantes
de Freund Completo e Incompleto, e posterior desafio com cercarias de S. mansoni,
nao acarretou a reducdo do numero de vermes ou na ovoposi¢cdo mas houve uma
reducdo na area granulomatosa e producdo significativa de anticorpos IgG nos
animais imunizados com a apirase de batata.

Esses resultados nos motivaram a realizar nesta Tese um ensaio de
imunizacdo com a proteina vegetal em camundongos C57BL/6 seguido de infeccao
com S. mansoni afim de verificar o perfil imunolégico humoral e de citocinas induzido

por essa proteina apos as imunizagdes e infeccdo experimental.
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2.0BJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

2.1.1. Caracterizar a resposta imunolégica da apirase de batata na esquistossomose
experimental em camundongos C57BL/6.

2.1.2. Avaliar a possivel inducéo de anticorpos IgE pelas SmATPDases de S. mansoni
em plasmas de pacientes com esquistossomose com base no compartilhamento de
epitopos com a apirase de batata e a inducdo de anticorpos IgE por esta proteina em

modelo murino.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1. Avaliar os niveis de anticorpos IgG e IgG1 produzidos pela imunizacao prévia
com a apirase de batata e apés a infeccdo de camundongos C57BL/6 com cercarias

de S. mansoni;

2.2.2. Verificar o perfil de citocinas IFN-y, IL-5, IL-13 e IL-10 induzidos pela
imunizagcdo com apirase de batata em camundongos C57BL6 e posteriormente

infeccdo com S. mansoni;

2.2.3. Avaliar o potencial imunogénico da apirase de batata em protocolo
experimental de imunizacéo de camundongos C57BL6 seguida de infecgdo com
cercérias de S. mansoni por meio da contagem de vermes e andlise histopatologica

de granulomas hepaticos;

2.2.4. Analisar o perfil de fibras colagenas nos cortes histologicos de granulomas do
figado dos animais imunizados com a apirase de batata e posteriormente infectados

com cércarias de S. mansoni;

2.2.5. Analisar, por ELISA, a reatividade entre a apirase de batata e anticorpos IgE
de pacientes com esquistossomose e a inducdo de anticorpos IgE em camundongos

C57BL/6 imunizados com a apirase de batata;
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2.2.6. Analisar, por ELISA, a indugéo de anticorpos IgE em camundongos C57BL/6
imunizados com a apirase de batata ap0s a imunizacdo com a proteina vegetal e

infeccdo desses animais com cercarias do parasito;

2.2.7. Verificar, por Western Blotting, a reatividade da apirase de batata com
anticorpos IgE do plasma de pacientes com esquistossomose e de camundongos

imunizados e/ou infectados com S. mansoni;

2.2.8. Avaliar a reatividade de anticorpos do plasma de individuos saudaveis e

doentes com NTPDase 1 de macréfagos de camundongos.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 PURIFICACAO DA APIRASE DE BATATA

A purificagdo 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 o0 escurecimento
pela acdo das tirosinases. Foi feita a remoc&o do amido por decantacdo. Em seguida,
as proteinas em solucéo foram precipitadas por adicdo lenta e sob agitacdo de sulfato
de amobnio até atingir saturacédo adequada. Nesta etapa, o precipitado foi ressuspenso
em 4&cido tioglicdlico a 10 mM. Este procedimento foi repetido 3 vezes. Cada
centrifugacdo foi realizada a 13.000 g por 10 min, sob refrigeracdo. Apos a
precipitagdo final, as amostras foram submetidas a colunas de filtragdo em gel
(Sephadex G-25 e Sephadex G-100) e, como etapa final, coluna de troca-iGnica
(carboximetil celulose), seguida de dialise. Os picos de proteinas extraidas das
colunas foram determinados pela medida de densidade Optica a 280 nm, e a
identificacdo das atividades ATP&sica e ADPasica pelo Método de TAUSSKY e
SHORR (1953). O rendimento da purificacao foi verificado ao longo do processo por
meio de dosagem de proteinas (LOWRY et al.,,1951), atividade enzimatica e
eletroforese em gel SDS-PAGE 10% (LAEMMLI, 1970), seguida de coloracédo pelo
Coomassie blue.

3.2 IMUNIZACAO DE CAMUNDONGOS C57BL6 COM A APIRASE DE BATATA,
DESAFIO COM CERCARIAS E QUANTIFICACAO DE ANTICORPOS POR ELISA

Fémeas de camundongos C57BL/6 foram adquiridas do centro de Biologia da
Reproducdo (CBR), localizado no Instituto Ciéncias Biologicas da Universidade
Federal de Juiz de Fora. Estes camundongos, com sete semanas de vida e cerca 22
g foram divididos em 3 grupos de 7 animais, um grupo recebeu duas doses
intraperitoneais da apirase de batata (10 ug), com intervalo de quinze dias, 0s outros
dois grupos, adjuvante e controle, receberam dois in6culos apenas de adjuvante ou
de PBS (tampéo fosfato salino), respectivamente. A apirase de batata foi emulsificada

em Adjuvante de Freund Completo para o primeiro inéculo, e em Adjuvante de Freund
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Incompleto para o segundo in6culo. Quinze dias apés a imunizagdo, amostras de
sangue foram coletadas pelo plexo orbital dos animais em experimentacao. O plasma
foi separado e utilizado em técnicas de ELISA para a quantificacdo dos niveis de
anticorpos usando a apirase de batata como antigeno de captura. Quinze dias apés a
segunda imunizagao, os camundongos C57BL6 dos grupos controle, inoculado com
o adjuvante Completo e Incompleto de Freund ou imunizado com a apirase de batata
foram infectados com 50 cercarias de S. mansoni (SMITHERS & TERRY, 1965;
PELLEGRINO & SIQUEIRA, 1956). Ao final de aproximadamente 60 dias, foi feita
nova coleta de sangue pelo plexo orbital desses animais, o0s quais foram
posteriormente sacrificados por aprofundamento da anestesia. O plasma foi separado
e utilizado em técnicas de ELISA para a quantificacédo do titulo de IgG, IgG1 (1:50 até
1:6400) e IgE (1:50) reativos com a apirase de batata (10 pg/poc¢o) usada como

antigeno de captura.

3.3 AVALIACAO DA CARGA PARASITARIA E ANALISE HISTOLOGICA

Apbs a coleta das amostras de sangue, seguida de eutandsia, os animais foram
submetidos a perfusdo manual para recuperacao dos vermes do mesentério e figado
dos camundongos de cada grupo. Os vermes recuperados foram contados
manualmente e separados. Fragmentos dos figados foram removidos para a anélise
histolégica em colaboracdo com a Dr2 Angela Maria Gollner. Estes fragmentos de
figado foram fixados em soluc¢édo de formol (10%) tamponado com solucao de PBS,
pH 7,4 para estudo histolégico. ApOs sucessivas lavagens com etanol a 70% para
completa remocéao do fixador, as amostras foram desidratadas em concentragdes
crescentes de etanol a partir de 70% até alcool absoluto. Apds essa etapa, as
amostras foram diafanizadas em xilol e impregnadas em parafina histolégica fundida
a 60°C. Posteriormente, foram incluidas em parafina, cortadas em micrétomo
obtendo-se cortes de 5 pym de espessura. Os cortes destinados ao estudo

histopatolédgico foram corados pela hematoxilina-eosina (H&E).
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3.4 CULTURA DE ESPLENOCITOS PARA ANALISE DE CITOCINAS

Os bacos dos animais sacrificados (n=5, para cada grupo) foram removidos e
isolados apos 60 dias de infeccao e a cultura dos esplendcitos foi feita no Laboratorio
de Imunologia da Universidade Federal de Juiz de Fora em colaboracdo com o
Professor Gilson Costa Macedo. O bac¢o de cada animal foi macerado em 10 ml PBS
com o auxilio de uma peneira de aco. Posteriormente, foram centrifugados (10 min a
600g), o sobrenadante foi descartado e as células obtidas foram tratadas com tampé&o
ACK (0,15 M NH4ClI, CACOs3 1,0 mM, NazEDTA 0,1 mM, pH 7,2) por 5 min para lisar
as células vermelhas do sangue. Posteriormente, acrescentou-se PBS a essas células
e foi feita nova centrifugacdo. O sobrenadante foi descartado e as células foram
ressuspendidas em meio RPMI 1640 (Gibco, Carlsbad, CA) suplementado com 10%
de plasma fetal bovino (SFB)(Gibco, Carlsbad, CA), penicilina G sddica (100 U/mL), e
estreptomicina (lug/mL). A seguir, as células foram contadas em cémara de
Neubauer. As células foram cultivadas na concenracdo de 1x10° células/mL em placas
de 96 pocos (NUNC). Esplendcitos dos camundongos infectados, inoculados com
apirase de batata ou adjuvante foram estimulados com a apirase de batata (5 ug/ml),
SWAP (5 ug/ml), Concanavalina A (1 ug/ml Sigma, Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo) ou
LPS de E. coli (1 ug / ml, Sigma, St. Louis, MO). As células foram estimuladas com
meio RPMI 1640 como controle negativo. As células do baco foram incubadas a 37
°C em 5% de COg, e aliquotas de sobrenadante foram recolhidas apos 24, 48 e 72 h
de cultura. Para a quantificagéo de IL-10, IFN-y e IL-13, o tempo escolhido foi de 48 h
e para IL-5, o tempo de 24 h . Os niveis de IL-10, IFN-y ou IL-5 e IL-13 foram medidos
em sobrenadantes celulares por ELISA utilizando o kit DuoSet (BD Systems,
Minneapolis, MN) e Peprotech, respectivamente, de acordo com as instru¢cées do

fabricante.

3.5 ANALISE MORFOMETRICA E CONTAGEM DE CELULAS

Seccdes de figado de camundongos dos grupos controle (n=7), adjuvante (n=7)
e apirase (n=7) foram analisadas. Fragmentos dos figados removidos do lobo
esquerdo foram fixadas com 10% de formaldeido em tampédo PBS. Os cortes
histol6gicos de 5 ym foram obtidos e as laminas foram coradas com hematoxilina-

eosina para analise da area do granuloma. Para a avaliagdo do perfil de fibras
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colagenas, cortes histolégicos foram corados com tricobmico de Gomori (Grunnet,
1978). As areas de dez granulomas contendo um Unico ovo bem definido de cada
animal por grupo foram analisadas utilizando o programa Image Pro Plus 4.5.Usando
um microscopio com a lente objetiva de 10x, os granulomas foram entdo varridos com
a camera de video Olympus DP72 (Olympus BX41) e digitalizadas através do software
(Media Cybernetics). A é&rea total de granulomas foi medida e os resultados foram
expressos em micrometros quadrados (um?). Para a contagem das células gigantes e
avaliacdo das fibras colagenas também foram utilizados dez granulomas com um

anico ovo bem definido de cada animal por grupo (lente objetiva de 40X e 100X).

3.6 OBTENCAO DE PLASMA DOS PACIENTES

As amostras de plasmas de pacientes com esquistossomose de Penha do
Cassiano (n=102) e de Tabuas (n=15) (Montes Claros-MG) foram doadas pelo Dr.
Paulo Marcos Zech Coelho, chefe do Laboratdrio de Esquistossomose do CPgRR
foram doadas de plasmatecas do Instituto de Pesquisas René Rachou (CPgRR), Belo
Horizonte, MG. As amostras dos pacientes habitantes dos distritos de Caju (n=15)
(Governador Valadares-MG) foram doadas pelo Dr. Rodrigo Corréa Oliveira, chefe do
Laboratério de Imunologia do mesmo Instituto.

Os plasmas utilizados nos experimentos de ELISA foram de Penha do
Cassiano e como controle foram testados plasmas de 26 individuos saudaveis de area
nao endémica para esquistossomose e sem gualquer outra doenca parasitaria. Para
os experimentos de Western Blotting, foram utilizados plasmas dos pacientes de
Tabuas e Caju. Em pacientes do Caju e de Penha do Cassiano foi feito o diagndstico
da doenca por Kato-Katz. Em pacientes oriundos de Tabuas foram realizados o teste
de Kato-Katz e o teste de gradiente salino (COELHO et al., 2009). A selecdo dos
plasmas utilizou como critério de inclusdo das amostras, pacientes positivos para
esquistossomose e como critério de exclusdo os pacientes co-infectados e
monoinfectados com outras parasitoses. Os protocolos de estudo cumpridos em
conformidade com os regulamentos do Conselho Nacional de Pesquisa em Seres
Humanos foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do
Centro de Pesquisas René Rachou (CPQRR), Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil,
no ambito de protocolos CEPSH / CPgRR 06/2001 e 04/2005.
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3.7 ELISA DE PLASMAS HUMANOS

Uma titulacédo anterior foi realizada para a escolha da melhor concentracéo do
antigeno apirase de batata (5 pg/poco diluida em 0,1 M de NaHCOgs, pH 9,6) que foi
adsorvida em placas de microtitulagdo de 96 pogos (Nunc Maxisorp) overnight.
Posteriormente foi feito o bloqueio (PBS 0,15 M, pH 7,2; Tween-20, 3% de caseina).
Para o primeiro ELISA, as amostras de plasma de pacientes com esquistossomose
de Penha do Cassiano (n=102) e individuos saudaveis (n=26) foram diluidas a 1:50
(em duplicata) em tampéao de bloqueio. Os anticorpos ligados a apirase de batata na
placa foram detectados utilizando anticorpo secundario anti-lgg de humanos
conjugado a peroxidase diluido a 1: 500 (Zymed) e o-fenilenodiamina (OPD) / H202
foram usados como substrato. A solucdo de parada com acido sulfarico 1N foi
adicionada. A reacao de cor subsequente foi lida a 492 nm num leitor de microplacas
(Molecular Devices Corp., Menlo Park, CA).

Em um segundo ELISA, as amostras de plasma de pacientes com
esquistossomose (n=20) com reatividade positiva contra a apirase de batata ou
individuos saudaveis (n=8) foram pré-incubados (1:1; v/v) durante 10 minutos com IgG
anti-humano (Bethyl) e os complexos de anticorpos removidas por centrifugacao a
5000 rpm (SOUZA-ATTA, 1999). O sobrenadante foi diluido 1:50 e aplicado em placas
de microtitulagdo pré-revestidas com apirase de batata como ja descrito e o nivel de
anticorpo IgE foi detectado. Estes métodos foram adaptados de SOUZA-ATTA e cols.
(1999).

3.8 PREPARACAO DOS ANTIGENOS SOLUVEIS DO VERME ADULTO (SWAP)

O ciclo biolégico do parasito S. mansoni € mantido no Laboratério de
Esquistossomose do CPgRR, Belo Horizonte, MG, sob a supervisdo do Dr. Paulo
Marcos Zech Coelho. Caramujos da espécie Biomphalaria glabrata foram infectados
com 15 miracidios/caramujo por meio de exposi¢ao direta dentro de placas de Petri,
por duas horas. Ao final de 6-7 semanas, as cercarias liberadas por estes caramujos
foram utilizadas para a infeccédo de camundongos Swiss, 0s quais receberam indculos
de ~150 cercérias/animal por via subcutanea (PELLEGRINO & SIQUEIRA, 1956;
SMITHERS & TERRY, 1965). Os animais infectados foram sacrificados ao final de

aproximadamente 45 dias. A preparacdo dos antigenos solluveis de vermes adultos
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(SWAP) foi realizada com adaptacdes da técnica previamente descrita (Colley et al.,
1977). Os vermes foram extraidos dos camundongos Swiss com 6 ou 7 semanas de
infeccdo por perfusdo e homogeneizados em tampéo Tris-HCL 50 mM, pH 7,4, com
sacarose 8% e inibidores de proteases leupeptina (0,5 pg/ml), pepstatina (0,07 pg/ml),
inibidor de tripsina (50 pg/ml) e fluoreto de fenilmetilsufonil (2 pg/ml), rompidos através
de ciclos de 10 minutos em banho ultrassénico e banho de gelo pelo mesmo periodo
de tempo e submetidos a ciclos de ruptura de tecido através de homogeneizacdes em
Potter por 30 segundos, com 60 segundos de intervalo entre elas quando todo material
soluvel foi extraido e posteriormente recuperado por centrifugacdo para obtencao do
SWAP (FARIA-PINTO et al., 2008). A concentracao de proteinas foi determinada pelo
método de Lowry (LOWRY, 1951), usando albumina bovina como padrdo. Estas
preparacdes foram estocadas a -20° C para utilizacdo como controle no experimento

da cultura de esplendcitos.

3.9 ATIVIDADE FOSFOHIDROLITICA, SEPARACAO E REATIVIDADE DAS
ISOFORMAS SmATPDases COM ANTICORPOS IgE

Aligquotas de 100 ug de homogeneizado total de vermes adultos de S. mansoni
foram solubilizadas em tampao de amostra composto por Tris-HCI 0,125 M pH 6,8,
glicerol 10%, deoxicolato de sdédio (DOC) 0,2%, Triton X-100 0,2% e azul de
bromofenol. As amostras foram aplicadas em gel de poliacrilamida 6% com Triton X-
100 0,1%, DOC 0,1% e submetidas a eletroforese a 130 V por 3 h usando o sistema
Mini Protean Il (BioRad). Apos a corrida, o gel foi lavado 2 vezes por 20 minutos em
tampdo MOPS 50 mM, pH 7,4. Os “lanes” foram cortados e incubados a 37°C com
MOPS 50 mM, pH 7,4, suplementado com CaCl 10 mM e 5 mM do substrato ATP.
Apés 12 horas, uma atividade fosfohidrolitica foi identificada pela formacédo de um
precipitado de fosfato de céalcio no gel. As bandas foram cortadas, imersas em tampéao
de amostra e aquecidas por 5 minutos a 100°C e aplicadas em gel de poliacrilamida
10% com 0,1% de dodecil sulfato de sédio (SDS), adaptado de LAEMMLI (1970).
Também foi aplicado um padréo de peso molecular pré-corado. A corrida foi realizada
por cerca de 2 horas a 100 V em um sistema de eletroforese (Mini Protean Ill, BioRad).
Uma parte do gel foi corada com Azul de Comassie (1% de azul de comassie R (m/v),
30% de acido acético glacial e 40% de metanol) e as proteinas da outra parte foram

eletrotransferidas para membranas de nitrocelulose (Mini Trans-Blot Ill, BioRad). As
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membranas foram bloqueadas por 2 h com tampao fosfato (PBS + 3% de caseina +
Tween 20 0,1%). A seguir, a membrana foi incubada com do pool de plasmas de
pacientes com esquistossomose de Penha do Cassiano (1:50) por 24 horas e apés as
lavagens (tampéo fosfato (PBS) e Tween 20 0,1%; 3 x10 min) foi feita a incubacéo
com anticorpos secundario anti-lgE de humanos (Bethyl) (1: 1000) (20 horas), seguida
de lavagem (tampéo fosfato (PBS) e Tween 20 0,1% ; 3x10 min) para a revelacéo, o
luminol foi usado como substrato, seguido de exposicao a filmes de raio-X, de acordo
com as instrucdes do fabricante (ECL Western blotting System; GE Healthcare Life

Sciences, Brasil) .

3.10 IDENTIFICACAO DAS PROTEINAS DA FAMILIA DAS NTPDASES POR
“WESTERN BLOTTING”

Homogeneizados de macrofagos da linhagem RAW 264.7 de camundongos,
gentilmente doados pelo Prof. Dr. Gilson Costa Macedo do Laboratério de Imunologia
da Universidade Federal de Juiz de Fora, foram preparados segundo o trabalho de
Marconato (2015). As linhagens RAW 264.7 sdo macrofagos-like transformadas com
virus Abelson de leucemia murina em camundongos Balb/c. Essa linhagem celular é
comumente utilizada como modelo de macréfagos de camundongos

(https://www.atcc.org/products/all/TIB-71.aspx#characteristics). A apirase de batata

purificada ou homogeneizado de macréfagos foram solubilizadas em tampado de
amostra e aplicadas em gel de poliacrilamida 10% com 0,1% de dodecil sulfato de
sédio (SDS), de acordo com Laemmli (1970) e posteriormente foi feito Western blotting
como descrito no item anterior (3.8). As membranas contendo os macrofagos RAW
foram incubadas com anticorpos IgG anti-CD39 de coelho (1: 500), anticorpos IgG de
humanos (1:500), anti-lgM de humanos ( 1:500), anticorpos IgE do pool de 15 plasmas
de pacientes saudaveis e pool de 15 plasmas de pacientes com esquistossomose de
duas areas distintas, Caju (Governador Valadares-MG) e Tabuas (Montes Claros-MG)
(dil. 1:50) e as membranas contendo a apirase de batata foram incubadas com os
plasmas desses pacientes ou de camundongos C57BL6 imunizados com a apirase
de batata (dil. 1:50), anticorpos IgE do pool de plasmas de camundongos C57BL/6
saudaveis (dil. 1:50) e anticorpos IgE do pool de plasmas de plasmas de
camundongos infectados com S.mansoni (dil. 1:50). Todos os plasmas para a analise

de IgE foram previamente depletados de IgG. Anticorpos IgG anti-apirase de batata
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(1:3000) foram usados apenas como controle positivo, uma vez que essa reatividade
ja se encontra comprovada na literatura por trabalhis prévios da equipe (FARIA-PINTO
et al, 2004; 2008; 2010). Os ensaios foram revelados por quimioluminéscia utilizando
anticorpos secundarios anti-lgG de camundongo conjugados a peroxidase (1:5000)
(Bethyl Laboratories INC., Montgomery, TX, USA), anticorpo secundario anti-lgG de
coelho conjugado a peroxidase (1:2000) (Santa Cruz Biotechnology, INC., Europe),
anticorpos anti-IlgG de humano (1:1000), anticorpos anti-IgM (1:2000) e o luminol
como substrato, seguido de exposicao a filmes de raio-X, de acordo com as instrucdes

do fabricante (ECL Western blotting System; GE Healthcare Life Sciences, Brasil).

3.11 ANALISE ESTATISTICA

A média da densidade éptica (D.O.) das amostras de plasma de pacientes do
controle mais duas vezes o desvio padrao foi aplicada como cut-off para a reatividade
do anticorpo. Os valores superiores ao cut-off foram considerados plasmapositivos. A
média e a significancia foram calculadas e analisadas pelo teste de Mann-Whitney.

Os resultados foram apresentados como a média + erro padrao. Os dados
foram analisados pelo teste ANOVA com Bonferroni, dosagem de citocinas foi
utilizado o ANOVA e Tukey, para as analises da area dos granulomas foi utilizado o
teste de ANOVA e Kruskal-Wallis.

3.12 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

As coletas de amostras de material biolégico empregadas no presente projeto
foram aprovadas pelo Comité de Etica em Experimentacdo animal da Universidade
Federal de Juiz de Fora sob os protocolos n° 017/2009 e n°025/2012.

Para a utlizacdo dos plasmas de humanos, os protocolos do estudo,
CEPSH/CPgRR 04/2005, foram previamente analisados e aprovados pelo Comité de
Etica em Pesquisa do Centro de Pesquisas René Rachou (CPgRR), Belo Horizonte,

Minas Gerais, Brasil.
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4. RESULTADOS

4.1 QUANTIFICACAO DOS NIVEIS DE ANTICORPOS PRODUZIDOS PELA
IMUNIZACAO DE CAMUNDONGOS C57BL/6 COM APIRASE DE BATATA E
POSTERIORMENTE INFECTADOS COM S. mansoni

Para avaliar o nivel de anticorpos IgG (FIGURA 8, A e B) e IgG1 (FIGURA 9,
A e B) especificos induzido pela imunizacdo com a apirase de batata, plasmas de
cinco animais de cada grupo foram avaliados por ELISA. Apés duas doses de
imunizacado com a proteina vegetal, titulos significativos (até 1: 800 ) de anticorpos
IgG especificos foram detectados nos plasmas dos camundongos imunizados
(FIGURA 8, A) em relacdo aos grupos controle (sem imunizacado e adjuvante). Apos
a infeccdo com S. mansoni, estes animais mantiveram estes niveis de IgG
significativos e reativos com a proteina vegetal (1:800; FIGURA 8, B). Os niveis de
IgG1 detectados nos plasmas dos camundongos apOs a imunizacdo foram
significativos até a diluicdo de 1:100 (FIGURA 9, A) e ap6s a infeccao (FIGURA 9, B),
a reatividade destes soros foi significativa até diluicdes maiores (até 1:800) em relacdo

aos controles.
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Figura 8. Quantificacdo da producdo de anticorpos IgG de camundongos imunizados com a
apirase de batata e infectados com S. mansoni. Camundongos C57BL6 foram imunizados com dois
inoculos de apirase de batata (10 pg) em um intervalo de 15 dias e desafiados com 50 cercarias de S.
mansoni 15 dias ap0s a segunda imunizacdo. Quantificacdo de anticorpos IgG especificos anti-apirase
de batata apds a segunda imunizagéo (A) e ap6s a infeccao (B). API, grupo imunizado com apirase de
batata; ADJ, inoculados apenas com o Adjuvante de Freund e CONT, o grupo que recebeu PBS. As
amostras de plasma foram tituladas de 1: 50 a 1:6.400 e testadas em duplicata. Os resultados
representam a média de dois experimentos independentes. Os dados estédo representados como média
+ desvio padrao (DP) da densidade 6ptica (D.O.). ***P <0,001;**P < 0,01
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Figura 9. Quantificacdo da producdo de anticorpos IgGl de camundongos imunizados com a
apirase de batata e infectados com S. mansoni. Camundongos C57BL6 foram imunizados com dois
inoculos de apirase de batata (10 pg) em um intervalo de 15 dias e desafiados com 50 cercarias de S.
mansoni 15 dias apds a segunda imunizacéo. Quantificacdo de anticorpos IgG1 especificos anti-apirase
de batata apés a segunda imunizacdo (A) e apés a infeccdo (B). API, grupo imunizado com apirase de
batata; ADJ, inoculados apenas com o Adjuvante de Freund e CONT, o grupo que recebeu PBS. As
amostras de plasma foram tituladas de 1: 50 a 1:6.400 e testadas em duplicata. Os resultados
representam a média de dois experimentos independentes. Os dados estao representados como média
+ desvio padrao (DP) da densidade éptica (D.O.). **P <0,001;**P < 0,01
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4.1.2 AVALIACAO DO PERFIL DE CITOCINAS INDUZIDOS PELA IMUNIZACAO
DE CAMUNDONGOS C57BL/6 COM APIRASE DE BATATAE
POSTERIORMENTE INFECTADOS COM S. mansoni

A andlise da producao de citocinas induzida pela apirase de batata foi realizada
utilizando culturas de esplendcitos individuais de camundongos imunizados com
apirase de batata ou o grupo controle (n =5 para cada grupo; 24, 48 e 72 h de cultura),
ambos infectados 15 dias ap6s o segundo inéculo com o antigeno. Os esplendcitos
dos camundongos foram isolados apds 60 dias de infeccdo. Como controles positivos
deste experimento foram utilizados Concanavalina (IL-10 em pg/ml :Controle: 2463 +
1200 , Apirase: 1609 + 378,8; IFN- y: Controle: 2942 + 197,7, Apirase: 4133 + 978,5;
IL-5: Controle: 262,5 + 51,45, Apirase: 224,5 + 121,4 ; IL-13: Controle: 644,6 + 31,74,
Apirase: 426,9 + 65,20), LPS (lipopolissacarideo) e SWAP (antigenos sollveis do
verme adulto). Estdo apresentadas as médias da producéo das citocinas IL-10, IFN-
Y, IL-5 e IL-13 nos sobrenadantes de cultura de células do baco cultivadas por 24 (IL-
5) e 48 horas ( IL-10, IFN-y e IL-13) na presenca de apirase de batata (API) ou meio
RPMI (MEIO). A FIGURA 10 (A) monstra que niveis elevados de IL-10, em pg/ml,
foram produzidos por esplendcitos do grupo controle (364,5 + 73,67 ) e grupo apirase
(339,8 £ 44,99) estimulados com APl em comparacdo com esplendcitos estimulados
apenas com o MEIO em ambos os grupos (13,91 + 9,94 e 3553 + 1342 ,
respectivamente). Niveis elevados de IFN-y (B) também foram produzidos por
esplendcitos estimulados com APl em ambos os grupos. No grupo apirase 0s niveis
de IFN-y foram bem elevados (750 + 126,2) em comparagdo com Seu respectivo
controle negativo, MEIO (171,9 £+ 18,99 ). O grupo controle, sob estimulo com API
(368,1 £ 88,10) ou estimulo pelo préprio MEIO (67,84 + 19,02) ndo apresentou niveis
de IFN-y significativos. Além disso, uma producdo significativa de IL-5 (C) foi
detectada no grupo apirase (14,22 + 1,99) sob estimulo com a APl em relacdo ao
MEIO (8,213 £ 0,53 ), ndo houve diferenca na producéo de IL-5 no grupo controle sob
estimulo com a proteina vegetal (API). Nao houve diferenca significativa na producao

de IL-13 (D) nos dois grupos (Controle e Apirase).
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Figura 10. Perfil de citocinas de esplendcitos isolados de camundongos imunizados com a
apirase de batata e infectados com Schistosoma mansoni. Os esplendcitos isolados a partir de
camundongos do grupo apirase de batata (camundongos imunizados com apirase de batata e
adjuvante e posteriormente infectados) ou grupo controle (camundongos inoculados com solucéo salina
e posteriormente infectados) foram estimulados para avaliar a secrecdo de IL-10 (A), IFN-y (B), IL -5
(C) e IL-13 (D) em resposta a um estimulo in vitro com a apirase de batata (5 ug / ml) ou apenas com
0 meio RPMI, como controle. Os resultados representam a média + erro padrdo de cada grupo. As
diferencas estatisticamente significativas entre citocinas produzidas ap6s a estimulacdo com a apirase
de batata em comparagédo com esplendcitos estimulados apenas com o meio RPMI (*** P <0,0001, * P

<0,05).



4.1.3 CONTAGEM DE VERMES RECUPERADOS APOS INFECCAO COM S.
mansoni E AVALIACAO DO PERFIL IMUNOMODULATORIO DA APIRASE DE
BATATA SOBRE GRANULOMAS DE S. mansoni

Ja foi demonstrado por n0ssSoO grupo que a imunizacdo com a apirase de
batata é capaz de ativar a resposta imune humoral em camundongos e coelhos.
Os anticorpos gerados contra a proteina vegetal reconhecem as isorformas de
NTPDases de S. mansoni (Vasconcelos et al., 1996, Faria-Pinto et al., 2004),
desta forma, resolvemos avaliar a capacidade da imunizagdo com essa proteina
em induzir protegcdo na infecgdo com S. mansoni em camundongos C57BL/6.
Como mostrado na TABELA 1, a imunizagcdo com a proteina vegetal ndo afetou
a carga parasitaria nos camundongos imunizados, mas diminui significativamente
(TABELA 1) as areas dos granulomas (FIGURA 11) analisados. Como mostrado
nos cortes de figado corados com hematoxilina e eosina, granulomas com areas
menores foram prevalentes nos camundongos imunizados com a apirase em

relacdo ao grupo controle e grupo do adjuvante (FIGURA 12).

Tabela 1. Avaliacdo da carga parasitaria e média das areas dos granulomas
hepaticos de animais imunizados com a apirase de batata e posteriormente
infectados por S. mansoni. Os animais foram analisados 60 dias apos a infeccéo

e os vermes adultos foram recuperados dos trés grupos experimentais pés
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perfusao.
Grupos Total de vermes média + SE Area do granuloma hepatico (um? + SE)
Controle (n=8) 10.62 £ 2.9 105.238 + 2.989
Adjuvante (n=7) 12.14 +1.43 95.768 £ 3.622
Apirase (n=16) 15+2.45 68.376 £ 1.655***

***Diferenca estatisticamente significativa comparada com o grupo controle e com 0 grupo

adjuvante (p<0.0001). SE: Erro padréao
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Figura 11. Médias das areas dos granulomas hepaticos de camundongos imunizados com a
proteinavegetal (apirase de batata) e infectados com 50 cercérias de S. mansoni. Média das areas
de 10 granulomas hepaticos (escolhidos aleatoriamente) contendo um Unico ovo central e bem
definido/animal/grupo. Grupo Apirase, os camundongos imunizados com a apirase de batata; Grupo
Controle, camundongos que receberam solugéo salina e Grupo adjuvante, os animais que receberam
apenas o adjuvante de Freund, todos os grupos foram infectados e os animasi foram eutaniasiados 60
dias apés a infeccao. O diametro total de granulomas foi medido e os resultados foram expressos em
micrémetros quadrados (um?2). Os resultados representam a média + erro padrdo de cada grupo. ***p
<0,0001.
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Figura 12. Fotomicrografias de laminas de cortes hepaticos de camundongos C57BL/6
imunizados com apirase de batata e infectados com S. mansoni corados por hematoxilina-
eosina. Os cortes histologicos, aproximadamente 5 um, corados se referem a granulomas 60 dias apés
a infeccdo com o helminto. Na figura, em destaque, um ovo com reacao inflamatéria granulomatosa
desenvolvida ao redor. Controle (A), grupo imunizado apenas com adjuvante (B), grupo imunizado com
a proteina vegetal (C).
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4.2 ANALISE DAS CELULAS GIGANTES MULTINUCLEADAS E DO PERFIL DE
FIBRAS COLAGENAS NOS GRANULOMAS HEPATICOS DE CAMUNDONGOS
C57BL/6 IMUNIZADOS COM A APIRASE DE BATATA E POSTERIORMENTE
INFECTADOS COM O PARASITO

Para fazer uma andlise semi-quantitativa de células gigantes nos granulomas
hepaticos dos trés grupos de camundongos C57BL/6 infectados com S. mansoni
(grupo controle, adjuvante e imunizado com a apirase de batata) e de fibras colagenas,
foram contados 10 granulomas hepaticos/ animal/grupo nas laminas coradas com
hematoxilina e eosina (H&E) e 10 granulomas hepaticos/animal/grupo nas laminas
coradas com tricomico de Gomori, respectivamente. Como observamos na TABELA
2 e nafigura 13 (A), os animais imunizados com a apirase de batata apresentam um
namero significativo de células gigantes multinucleadas (FIGURA 13, B) em relacao
aos animais do grupo Controle e Adjuvante. Em relacéo ao perfil de fibras colagenas
nao observamos uma diferenca significativa em termos qualitativos das fibras
avaliadas entre os grupos. Nos animais imunizados com a proteina vegetal, as fibras
colagenas estdo menos frouxas e mais concéntricas em relacdo aos grupos controle
e adjuvante (FIGURA 14).

Tabela 2. Andlise semi-quantitativa do nimero de células gigantes multinucleadas
localizadas nas areas periféricas dos granulomas hepaticos dos camundongos
C57BL/6 imunizados com a proteina vegetal (apirase de batata) e infectados com 50
cercéarias de S. mansoni.

Numero de células gigantes multinucleadas/Animal/Grupo

Controle 1= 2 Adjuvante 1 =3 Apirase 1 =9
Controle 2=1 Adjuvante 2 =2 Apirase 2 =6
Controle 3 =2 Adjuvante 3 =2 Apirase 3=3
Controle 4 =3 Adjuvante 4 =1 Apirase 4 =4
Controle 5=1 Adjuvante 5=0 Apirase 5=5
Controle 6= 4 Adjuvante 6= 1 Apirase 6 = 4
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Figura 13. Grafico da média de células gigantes encontradas nos grupos Apirase, Adjuvante e
Controle (A) e fotomicrografia de uma célula gigante multinucleada do tipo Células de Langhans (B).
(A) Média total de células gigantes multinucleadas encontradas em granulomas do figado de camundongos
dos grupos Controle (apenas infectado com S. mansoni), Adjuvante (Inoculado com Adjuvante de Freund e
infectado) e Apirase (Imunizado com a proteina vegetal e infectado) e (B) fotomicrografia de célula gigante
encontrada em granuloma de camundongo C57BL/6 imunizado com a apirase de batata e infectado com o
parasito S. mansoni. Essa célula gigante € do tipo Langhans, onde os nucleos estéo organizados na periferia
celular. Aumento de 100X.*P<0,05; **P<0,01.
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Figura 14. Fotomicrografias de laminas de cortes hepéticos de camundongos C57BL/6
imunizados com apirase de batata e infectados com S. mansoni corados por tricrdmica de
gomori. Os cortes histologicos corados se referem a granulomas 60 dias apds a infeccdo com o
helminto.A coloracéo ressalta as fibras coldgenas que sdo produzidas ao longo da resolucao da
inflamacéo granulomatosa (fibras em azul). A medida que a inflamag&o comeca a se resolver as fibras
adotam uma disposi¢do concéntrica, que vai gradualmente reduzindo até completa cicatrizagcdo da
area. A imagem se refere a granulomas contendo um Unico ovo central contendo material do embriado
(miracidio). Controle (A), grupo imunizado apenas com adjuvante (B), grupo imunizado com a proteina

vegetal (C).
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4.3 REATIVIDADE DA APIRASE DE BATATA COM ANTICORPOS IgE DOS
PLASMAS DE PACIENTES COM ESQUISTOSSOMOSE POR ELISA

A reatividade entre a apirase de batata e anticorpos IgE (0,189 £ 0,0217) em
amostras de plasma diluidas 1:50 de pacientes com esquistossomose foi
significativamente superior aquela encontrada em individuos saudaveis (n=26; 0,030
+ 0,026). Das 102 amostras, 80 delas reconheceram a proteina de batata (78% de
positividade) (FIGURA 15, A). O grupo de pacientes com esquistossomose mansoni
de area endémica foi composta por amostras de plasmas de criancas (n = 62; faixa
etaria 7-17 anos) e adultos (n = 40; faixa etaria 18-60 anos) com diagndéstico positivo
para a infeccdo pelo método de Kato-Katz. Estes individuos mostraram diferente
positividade de anticorpos IgE contra a apirase de batata. Das 62 criancas doentes,
60 reagiram com a proteina vegetal (97%), enquanto que dos 40 adultos, 23
apresentaram reatividade (58%).

Para remover a influéncia de anticorpos de IgG, as amostras foram tratadas
com anticorpos anti-IgG de humanos (FIGURA 15, B). Os complexos de anticorpos
foram removidos por centrifugacéo e o sobrenadante foi utilizado para a analise de
reatividade. As amostras de pacientes com esquistossomose mostraram uma maior
reatividade de anticorpos IgE (0.843 £ 0.416) quando comparada com os individuos
saudaveis (0,238 + 0.154) e 16 (80%) das 20 amostras foram positivas para a apirase
de batata (FIGURA 15, B).
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Figura 15. Reatividade entre a apirase de batata e anticorpos IgE presentes em amostras de
plasma de pacientes com esquistossomose. (A) A reatividade de anticorpos IgE de amostras de
plasma diluidas 1:50 de pacientes (em duplicata), de area endémica (n = 102). Os resultados
representam a média das densidades 6pticas (D.O.). A linha pontilhada corresponde ao cut off (0,082)
obtido pela média da densidade 6ptica mais duas vezes o desvio padrao de amostras do plasma obtidas
de individuos saudaveis de areas nao-endémicas para S. mansoni (grupo controle; n = 26). *** p <0,001.
Em (B), as amostras de plasma de pacientes com esquistossomose (n = 20) ou individuos saudaveis
(grupo controle; n = 8) foram depletados de anticorpos IgG e, depois da centrifugacdo, os
sobrenadantes foram diluidos 1:20 e a reatividade do anticorpo IgE foi testada em microplacas
utilizando a apirase de batata como antigeno. A linha pontilhada corresponde ao cut-off (0,546). * p
<0,01.
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4.3.1 INDUCAO DE ANTICORPOS IgE PELA APIRASE DE BATATA EM
CAMUNDONGOS C57BL/6

A inducao da producéao de anticorpos IgE pela apirase de batata foi observada
em camundongos C57BL/6 (n = 4). Para eliminar a interferéncia de anticorpos IgG, o
pool das amostras de plasma foi pré-tratado com anti-lgG de camundongo (1:1; v/ v).
Como mostrado na FIGURA 16, a reatividade de anticorpos IgE dos camudongos
imunizados com a proteina vegetal (0,344 + 0,10; p <0,001) foi significativamente mais

elevada do que aquela observada no grupo controle (0,176 + 0,021).
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Figura 16. Reatividade entre a apirase de batata e anticorpos IgE de amostras de plasma de
camundongos C57BL/6 imunizados. Camundongos (n = 4) foram imunizados com duas doses da
apirase de batata (10 pg) emulsificada em Adjuvante completo e Incompleto de Freund em um intervalo
de 15 dias. O pool das amostras de plasma foi depletado de anticorpos IgG e utilizado na diluigcdo 1:20,
em duplicatas, para a quantificacdo do nivel de anticorpos IgE em placas de microtitulacdo de ELISA,
usando a apirase de batata como antigeno. A revelacao foi feita com anticorpo secundario anti-lgE de
camundongo conjugado a peroxidase na diluicdo de 1: 10.000 e OPD / H202 usados como substrato.
*** pn <0,001.
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4.3.2 REATIVIDADE DA APIRASE DE BATATA COM ANTICORPOS IgE DOS
PLASMAS DE CAMUNDONGOS IMUNIZADOS OU INFECTADOS COM S.
mansoni E DE PACIENTES COM ESQUISTOSSOMOSE POR WESTERN
BLOTTING

A apirase purificada de Solanum tuberosum (7ug) foi ressuspendida em tampé&o
Tris-HCL 50 mM, pH 7,4 com 8% sacarose e inibidores de proteases e submetida a
eletroforese em gel desnaturante SDS-PAGE 10%. ApOs a corrida, parte do gel
contendo a proteina vegetal foi usada para coloracdo com Comassie Blue (Cb), como
mostra a FIGURA 17 (B), a apirase de batata foi obtida com alto grau de pureza e
peso ~ 50 kDa (seta). A outra parte do gel foi eletrotransferida para membranas de
nitrocelulose que foram incubadas com anticorpos IgE do plasma de camundongos
C57BL/6 saudaveis IgG depletados (1:50) (FIGURA 17, C) e anticorpos IgE do plasma
de pacientes saudaveis (FIGURA 17, D); com anticorpos IgE do plasma de
camundongos C57BL/6 imunizados com a apirase de batata IgG depletados (1:50)
(FIGURA 17, F), anticorpos IgE do plasma de camundongos C57BL/6 infectados com
S. mansoni IgG depletados (FIGURA 17, G) (1:50) e também foram incubadas com
anticorpos IgE do plasma de pacientes doentes (FIGURA 17, H) da regidao do Caju
(Governador Valadares-MG). Anticorpos IgG anti-apirase de batata de coelho foram
utilizados apenas como controle positivo neste experimento, uma vez que essa

reatividade ja foi realatada na literatura (FIGURA 17, E).
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Figura 17. Reatividade da apirase de batata com anticorpos IgE do plasma de pacientes ou de
camundongos por Western blotting. Aliquotas da apirase de batata (7 pg) foram submetidas a corrida
eletroforética em gel de poliacrilamida, coradas com Comassie Blue (B), eletrotransferidas para
membrana de nitrocelulose, para western blott (Wb) e incubadas com plasma de camundongos
saudaveis (C) e plasma de pacientes saudaveis (D), ambos na diluicdo de 1:50 e previamente
depletados de seu conteudo de IgG. Anticorpos IgG do plasma de coelho imunizado com apirase de
batata foram aplicados como controle positivo (E) (1:3.000); F: plasma de camundongos imunizados
com a apirase de batata; G: plasma de camundongos infectados com S. mansoni (IgG depletados;
1:50) e H: plasma de pacientes com esquistossomose. A: Padréo de massa molecular (GE healthcare).



72

4.3.3 IDENTIFICACAO DAS SmATPDases DE S. mansoni POR ANTICORPOS
IgE DO PLASMA DE PACIENTES COM ESQUISTOSSOMOSE POR WESTERN
BLOTTING

Com o objetivo de preservar a atividade das SmATPDases de S. mansoni e
separa-las parcialmente de outras proteinas, aliquotas de homogeneizado total de
vermes adultos (100 pg) foram submetidas a eletroforese em gel ndo desnaturante.
Apoés a corrida, o gel foi lavado em tampé&o e incubado com ATP, substrato das
enzimas como descrito em Material e Métodos. As bandas resultantes da atividade
enzimatica, visualizadas por meio do precipitado de fosfato de calcio, foram cortadas
do gel ndo desnaturante e submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-
PAGE 10%, e posteriormente ao Western blotting (FIGURA 18).

Na revelagdo do Western Blotting, as isofromas de SmATPDases parcialmente
purificadas de vermes adultos (FIGURA 18) mostram reatividade com os anticorpos
IgE do pool das amostras de plasma de pacientes com esquistossomose depletadas
de anticorpos IgG. Os anticorpos reconheceram trés polipeptideos de cerca de 91, 63
e 55 kDa (FIGURA 18, B). Os anticorpos policlonais do plasma de coelho anti-apirase
de batata reconheceram a banda de 63 kDa (FIGURA 18, A) identificando a
SmATPDase parcialmente purificada e, adicionalmente, o polipeptideo de 91 kDa no

verme.
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Figura 18. Reatividade de anticorpos IgE de plasmas de humanos com SmATPDases de S.
mansoni. Aliquotas (100 pg) de homogeneizado total de vermes adultos foram submetidas a
eletroforese ndo desnaturante utilizando os detergentes DOC e Triton X100, o gel foi incubado com
CaCl e o substrato ATP. As bandas de atividade foram cortadas e submetidas a separacdo
eletroforética em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 10% e eletrotransferidas para membrana de
nitrocelulose para andlise por Western blotting. As membranas foram incubadas 24 horas a 4 ° C com
pool de amostras de plasma diluido 1:20 pré-depletados de anticorpos IgG obtidas a partir de pacientes
com esquistossomose (B). Plasma imune policlonal de coelho anti-apirase de batata diluido a 1: 1000
foi usado como controle positivo (A). Como anticorpos secundarios foram utilizados anti-IgE (Zymed)
de humanos (B) ou anti-IgG de coelho (GE) (A) ligados a peroxidase e DAB / H202 como substrato.
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4.4 REATIVIDADE DE ANTICORPOS IgE DO PLASMA DE PACIENTES
SAUDAVEIS OU DOENTES COM NTPDase DE MACROFAGOS POR WESTERN
BLOTTING

Uma vez que anticorpos IgG de alguns pacientes saudaveis ja reagiram em
menor propor¢do com a apirase de batata (dados ndo mostrados), nés acreditamos
na existéncia de anticorpos naturais nesses individuos, capazes de reagir com
isoformas de NTPDAses. Desta forma, foi analisado se anticorpos IgE presentes nos
plasmas de individuos saudaveis e doentes de duas areas endémicas distintas
também reagiriam com macréfagos RAW 264.7, células que possuem NTPDases,
enzimas pertencentes a mesma familia da proteina vegetal, as quais possuem massa
molecular aproximada de 50 kDa por possuirem 6 sitios de glicosilacdo (Kaczmareck
et al., 1996, Kansas, 1991).

Macrofagos da linhagem RAW 264.7 foram ressuspendidos em tampdao Tris-
HCL 50 mM, pH 7,4 com 8% sacarose e inibidores de proteases e processados para
a obtengdo do homogeneizado de células (100 ug) que foi submetido a eletroforese
em gel de poliacrilamida. Apos a corrida, parte do gel contendo as proteinas foi usada
para coloragcdo com Comassie Blue (Cb) (FIGURA 19, B) e a outra parte foi
eletrotransferida para membranas de nitrocelulose, para western blott (Wb), que foram
incubadas com os plasmas de pacientes saudaveis e com esquistossomose de duas
areas distintas, Caju (Governador Valadares-MG) e Tabuas (Montes Claros-MG).

A revelagdo por quimioluminescéncia com anticorpos IgE do plasma de
pacientes com esquistossomose do Caju (Governador Valadares-MG) (FIGURA 19,
C) e saudaveis dessa regido (FIGURA 19, D ) e de Tabuas (Montes Claros-MG),
pacientes doentes (FIGURA 19, E) e saudaveis (FIGURA 19, F), mostrou algumas
bandas com diferentes massas moleculares, dentre elas, uma banda de 55 KDa (seta)
possivelmente correspondente a uma isoforma de NTPDase 1 de macrofagos,
também reconhecida pelo anticorpo IgG anti-CD39 (FIGURA 19, G) neste ensaio.
Além disso, anticorpos IgG de pacientes com esquistossomose do Caju (FIGURA 19,
H) ou pacientes saudaveis (FIGURA 19, I) e anticorpos IgM de pacientes saudaveis
(FIGURA 19, J) reconheceram a mesma banda de mesmo peso molecular (55 kDa).
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Figura 19. Reatividade de anticorpos IgE, IgG e IgM do plasma de pacientes saudaveis ou com
esquistossomose com NTPDase de macr6fagos por Western blotting. Fragdes de 100 pg de
proteinas de homogeneizado de macrofagos RAW 264.7 foram submetidas a separacao eletroforética
em gel de poliacrilamida, coradas com Comassie Blue (Cb, B), (A): Padrdo de alto massa molecular
(GE healthcare). Outras fracdes foram eletrotransferidas para membrana de nitrocelulose e incubadas
com plasma (1:50) de paciente com esquistossomose da regido do Caju (Governador Valadares-MG)
e reveladas com anticorpos anti-IgE (C); plasma (1:50) de pacientes saudaveis desta mesma regido
(D); plasma (1:50) de pacientes com esquistossomose oriundos da regido de Tabuas (Montes Claros-

MG) (E); plasma (1:50) de pacientes saudaveis da regiao de Tabuas (F); com anticorpos IgG anti-CD39
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(G); com plasma (1:500) de pacientes com esquistossomose e revelados anticorpos com anti-IgG (H);
com plasma (1:500) de pacientes saudaveis revelados com anti-IgG (l) e com plasma de pacientes
saudaveis revelados com anticorpos anti-lgM (J). Todos os plasmas humanos utilizados para a
reatividade de anticorpos IgE foram previamente depletados do contetdo de IgG total. Como anticorpos
secundarios foram utilizados anti-IgG de coelho (1:2.000, GE) (G, H, 1) , anti-lgE de humanos (1:1000,
Zymed) (C,D,E,F) e anti-lgM (1:2000, Bethyl) (J) ligados a peroxidase e DAB / H202 como substrato.
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5. DISCUSSAO

5.1 O PAPEL IMUNOMODULATORIO DA APIRASE DE BATATA NA
ESQUISTOSSOMOSE MANSONI

As doencas tropicais negligenciadas (DTN) sdo doencas parasitarias que
acometem um grande contingente de pessoas em todo o mundo, principalmente nas
areas mais pobres. Dentre estas doencas, as helmintiases tém importante destaque,
sendo a esquistossomose a maior representante (BETHONY et al., 2010; RICCIARDI
& NDAO, 2015). Atualmente, as analises protedmica e do transcriptoma tém sido
direcionadas em busca de novos alvos terapéuticos do parasito que estejam
localizadas no seu tegumento (BETHONY et al., 2010).

Uma vez que as isoformas de NTPDases estédo presentes nas diferentes fases
do ciclo de vida de S. mansoni (VASCONCELOS et al 1993, 1996; DeMARCO, 2003;
FARIA-PINTO et al 2004;LEVANO-GARCIA, et al, 2007) e possuem localizacéo
predominantemente no tegumento, foi sugerido que estas isoformas desempenham
um papel importante no metabolismo de nucleotideos do parasito (DA’'DARA et al.,
2014 b).

Trabalhos anteriores mostram que o movimento dos vermes adultos sobre o
endotélio vascular e/ou a passagem dos ovos pelo mesmo pode resultar na liberacéo
de DAMPs (padrdes moleculares associados ao dano) como o ATP. Esta secrecao
promove o estimulo de uma resposta imune inflamatéria capaz de levar o parasito a
morte. As enzimas que utilizam o ATP extracelular como substrato e estdo presentes
no tegumento podem garantir a sobrevivéncia dos vermes adultos de S. mansoni em
seu hospedeiro, por serem capazes de eliminar uma grande parte do sinal de dano.
Dentre este conjunto de enzimas se encontram as isoformas de NTPDases do vermes
adultos de S. mansoni (VASCONCELOS et al, 1996; BHARDWAJ et al.,, 2009;
DA'DARAcetal.,2014aeb).

A isoforma SmATPDase 1 do parasito, presente em elevada propor¢cdo no
tegumento, tem a habilidade de modificar a concentragdo de nucleotideos do
microambiente do verme e assim, foi sugerido que pode ser considerada um fator de
viruléncia para S. mansoni (WILSON et al., 2012). Da mesma forma, trabalhos mais
recentes utilizando RNAI para as enzimas SmATPase 1 e 2, aplicado a cultura de

vermes adultos de S. mansoni, revelou que a hiddlise de nucleotideos oriundos do
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meio extreno, estd diretamente relacionada a presenca e atividade da isoforma de
SmATPdase 1 (DA'DARA et al., 2014 b).

No aspecto estrutural e imunoldgico, ja foi demostrado pelo nosso grupo que
0s anticorpos produzidos contra a apirase de batata, proteina vegetal com alta
homologia com as SmATPDases (FARIA-PINTO et al., 2008), reagem de forma
cruzada com estas isoformas do parasito (VASCONCELOS et al.,, 1996; FARIA-
PINTO et al, 2004; 2006; VASCONCELOS et al., 2009). Os anticorpos anti-apirase de
batata sédo capazes de reconhecer as isoformas de ATP difosfohidrolase presentes
nos ovos e vermes adultos de S. mansoni (FARIA PINTO et al., 2004; 2006; 2008),
Ensaios posteriores revelaram que esta homologia era ainda maior com a isoforma
SmATPDase 2, que € uma isoforma soltvel e secretada (MENDES et al., 2012).

Neste trabalho, a imunizacdo de camundongos C57BL/6 com a apirase de
batata induziu a producdo de niveis significativos de anticorpos IgG e IgG1 apos
imunizacao. Em torno de 60 dias apds a infec¢éo, os niveis de IgG e IgG1 dos animais
imunizados mantiveram-se mais elevados que 0s niveis observados nos animais
apenas infectados (controles). Esses dados demonstram que a apirase de batata
induz de forma significativa a producao de anticorpos e que esses niveis se mantém
apos a infeccao, possivelmente, pelo estimulo induzido pelos epitopos compartilhados
com as SmATPDases do parasito. Os niveis de IgG1, imunoglobulina associada a
resposta Th2 em camundongos, durante a progressao da esquistossomose, estao
frequentemente relacionados com a regulacdo negativa do granuloma e morte do
parasito (ZOUAIN et al., 2000).

ApOGs a ovoposicdo os antigenos eliminados pelos ovos do parasito sdo os
principais responsaveis pela mudanca no perfil de resposta imune de Thl para uma
resposta predominante Th2 (COLLEY et al., 2014). Resultados anteriores do nosso
grupo mostraram que os niveis de anticorpos IgG1l de camundongos da linhagem
Swiss, imunizados com proteina vegetal e infectados com S. mansoni, reagiram de
forma significativa com antigenos sollveis do ovo (SEA) (dados nado publicados). Além
disso, Levano-Garcia e colaboradores (2008) observaram que a imunizagdo de
camundongos C57BL/6 com as isoformas de SmATPDases recombinantes do
parasito induziram uma predominancia de IgG1 em relacdo a imunizagcdo com as
isoformas isoladas.

Foi possivel observar que a apirase de batata induziu uma producdo

significativa de IFN-y. Esta produgao foi significativa em ambos os grupos, tanto em
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camundongos apenas infectados com S. mansoni quanto em camundongos
imunizados com proteina vegetal e infectados em resposta a estimulacdo com a
apirase de batata. Entretanto, no grupo apenas infectado, a producdo de IFN-y foi
menor do que no grupo imunizado com a proteina e posteriormente infectado. A partir
desses resultados podemos sugerir que 0s epitopos compartilhados entre as
SmATPDases do parasito e da proteina vegetal induzem a produc¢éo dessa citocina e
essa producéo é acentuada pela imunizacao prévia com a apirase. O IFN-y pode ser
produzido por células NK, NKT, células Th1CD4* e células TCD8*. As células NKT
sdo consideradas células T que compartilham algumas caracteristicas com células NK
e células T. Esse tipo celular, NKT, possui receptor TCR, restricdo CD1d e produzem
altos niveis de IL-4 e IFN-y quando estimuladas por glicolipideos (Godfrey et al., 2000).
Em camundongos, cerca de 85% dessas células estdo no figado e na
esquistossomose mansoni, células dendriticas estimuladas por antigenos secretados
pelos ovos induzem a producgéo IL-4 e IFN-y por células NKT (MALLEVAEY et al.,
2006).

No trabalho de Melo e colaboradores (2013), foi demonstrado que SmTeg
(tegumento do esquistossbmulo de S. mansoni) induziu protecdo (43,1%) em
camundongos C57BL/6 ao ser administrado com adjuvante alimem e
oligonucleotideo CpG, induzindo a producao de IFN-y e IgG2c. A imunizagdo com
esse mesmo antigeno, utilizando o adjuvante de Freund, promoveu protecao de 43-
48% com inducéo de IFN-y, IgG1 e IgG2c, mas na auséncia de adjuvante ndao houve
protecdo apesar de ter ocorrido significativa producéo de anticorpos (STEPHENSON,
2014). A apirase de batata, sob nossas condigbes experimentais ndo conferiu
protecdo parasitolégica embora tenha induzido a producédo de um perfil de anticorpos
e citocinas similares. E provavel que devido & existéncia de oito isoformas de
NTPDases em mamiferos e o compartilhamento de epitopos com a apirase de batata,
a imunizacdo tenha induzido um perfil regulatério da resposta imunologica ao
helminto, induzindo, além do IFN-y, outras citocinas.

Em camundongos da linhagem C57BL/6, ha producéo de IgG2c em vez de
IgG2a devido a uma delecédo para o gene (Zhang et al., 2012) responsavel pela
producdo deste anticorpo mas ha uma reatividade cruzada entre IgG2a e IgG2c. A
IgG2c também esta relacionada com a resposta Th1 e o “switching” para esse subtipo

€ dependente de citocinas sinalizadoras, tais como IFN-y, assim como para I1gG2a.
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Isso retrata a observacéo de niveis de IgG2c significativos (dados ndo mostrados)
apos a imunizacdo dos camundongos C57BL/6 com a apirase de batata.

O IFN-y acentua a fungdo microbicida de macréfagos que podem matar os
parasitos por mecanismo citotoxico direto, mas in vitro esse mecanismo nao foi
observado no estagio de esquistossémulo pulmonar. Assim, foi sugerido que essa
citocina coordena o bloqueio fisico da migracdo dos esquistossémulos através dos
vasos pulmonares por regular a producéo de varias moléculas de adesao (WILSON
et al., 1996). Essa citocina exerce também funcdes de regulacdo para limitar o dano
tecidual associado a inflamacdo e modula a resposta T helper e diferenciacdo de
células Treg (HU et al., 2009). Na esquistossomose murina, a producéo de IFN-y e IL-
10 tem um pico inicial durante a evolucdo das lesGes e a injecdo com anticorpo
monoclonal anti-IL10 aumenta a area granulomatosa mais precocemente (BOROS &
WHITFIELD, 1998).

No desenvolvimento do granuloma, macréfagos e células T secretam IL-10
(BOROS & WHITFIELD, 1998), uma potente citocina anti-inflamatéria que modula a
resposta granulomatosa in vitro e também induz apoptose das células T. Esta citocina
tem um papel critico para a sobrevivéncia do hospedeiro durante a infeccéo por S.
mansoni (HOFFMANN, 1999; CARVALHO et al., 2006). Camundongos mutantes para
IL-10 desafiados com ovos de Schistosoma ou infectados com S. mansoni
desenvolvem uma resposta imune Th1l/Th2 co-dominante. Esse mix de resposta
resulta em aumento no tamanho do granuloma hepético, principalmente na fase aguda
da infeccdo (HOFFMANN, 1999). Sun e colaboradores (2012) observaram que a
proteina recombinante Sj16 de Schistosoma japonicum induziu um aumento de
células TCD4* CD25*Foxp3* in vitro e in vivo e uma producdo significativa de IFN-y e
IL-10. Os autores sugeriram que o IFN-y pode ter fungbes paradoxas de maneira
contexto-especifica para a doenca e que o antigeno rSj16 induz um subgrupo de
células T regs que expressam IFN-y e IL-10, citocinas que também foram induzidas
pela apirase de batata no presente trabalho.

Na esquistossomose, 0s antigenos contidos em amostras de SEA (antigenos
soluveis do ovo) podem induzir células T regulatérias, criando no figado um
mecanismo regulatdrio para estabilizar a resposta imune e limitar a imunopatologia.
Em 2011 (MENDES), um trabalho de nossa equipe mostrou que anticorpos
produzidos contra um peptideo sintético (SmB2LJ) derivado de um dominio

conservado da SmATPDase 2 do parasito, reconheceu e localizou, por
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imunifluorescencia, essa proteina em ovos presentes em granulomas hepaticos de
camundongos infectados. A SmATPDase 2 de S. mansoni possui maior identidade
com a apirase de batata do que a SmATPDase 1 (FARIA-PINTO, 2008). Além disso,
€ importante ressaltar que essa isoforma esta expressa em maior quantidade no ovo
do parasito em relacdo as outras formas, sendo secretada por vermes adultos, em
cultura (LEVANO-GARCIA et al., 2007). Assim, os resultados apresentados para a
proteina vegetal sugerem que a isoforma sollvel da NTPDase de S. mansoni pode
influenciar a producdo de IFN-y e e aumento das células regulatorias na area
granulomatosa.

Embora as células Thl sejam iniciadoras relativamente pobres de resposta de
anticorpos, por ser uma resposta tipica celular, elas participam da troca de classes de
anticorpos liberando IFN-y que, de forma preferencial, induz a troca de classes para
IgG2a e IgG2c. Em camundongos, IL-4 induz, preferencialmente, a troca para IgG1l e
IgE (MURPHY, TRAVERS & WALPORT, 2010). Neste trabalho, observamos que a
apirase de batata induziu de forma significativa a producao de IFN-y, IgE, IgG2a e
IgG2c em camundongos, mas néo foi possivel verificarmos a producéo de IL-4. Novos
experimentos serdo necessarios para avaliar a producdo dos anticorpos e das
citocinas citadas em momentos mais especificos ao longo da imuniza¢do e/ou
infeccéo.

Foi observado que a apirase de batata reduziu significativamente a area do
granuloma, o que pode estar relacionado com o aumento das citocinas IFN-y e IL-10,
uma vez que os niveis IL-10 controlam o balan¢o entre a destruicdo do ovo e o dano
tecidual prevenindo a intensa deposicdo de tecido fibrotico. Estas propriedades
antifibréticas permitem que a IL-10 module a deposicdo de matriz extracelular e atue
com o IFN-y sinergicamente para prevenir a fibrose severa, tal como sugerido por
Arnaud e colaboradores (2008).

IFN-y é também a citocina anti-fibrogénica mais potente produzida no
granuloma, uma vez que esta citocina age por inibir a producdo de proteinas da matriz
extracelular, aumenta a atividade da colagenase no tecido do figado (SOUZA et al.,
2012), ao contrario da IL-13 que aumenta a deposi¢cao de colageno no granuloma e
pode contribuir para a fibrose hepatica em humanos infectados por Schistosoma
(DESSEIN et al., 2004). Os dados obtidos para IL-13 n&o revelaram a capacidade da
imunizacdo com a apirase em estimular a producdo desta citocina, que também

mostrou niveis baixos em todos 0s grupos experimentais.
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Citocinas como IFN- y e TNF-a reduzem a intensidade da resposta Th2 e
também a producéo de IL-13, ativando macréfagos a aumentar a expressédo da oxido
nitrico sintase induzivel, em detrimento da ativacdo da arginase (PEARCE et al.,
2002). Mata-Santos e colaboradores (2014) mostraram que o tratamento com a droga
silimarina de camundongos infectados com S. mansoni, uma substancia
hepatoprotetora composta de flavolignanas, causou a reducdo no tamanho dos
granulomas e aumentou a taxa IFN-y/IL-13 com diminuicdo da producdo de
hidroxiprolina hepéatica.

Nas condigdes experimentais selecionadas, a imunizagdo com a apirase de
batata ndo induziu a producao significativa de IL-13. Nesse periodo de infec¢do, em
torno de 60 dias pés-infeccdo, a maioria dos granulomas se encontram na fase
exsudativa produtiva, onde se inicia a producdo de matriz extracelular e de fibras
(LENZI et al., 1998; 1999). Em relacdo as fibras colagenas, notamos que no grupo
imunizado com a proteina, hd uma reducédo da area periovular, com aparente reducao
do numero de fibras colagenas, com um aspecto mais concéntrico e menos frouxo,
associado a uma reducao do infiltrado celular. A literatura aponta para granulomas
tendo o inicio de sua fase produtiva (70 dias ap6s a infeccdo) com o mesmo padréo
de fibras tipicamente concéntrico observado para a imunizagdo com a proteina vegetal
(LENZI et al., 1999). Dessa forma, podemos concluir que a apirase de batata
promoveu nos animais imunizados e infectados uma reducéo no perfil inflamatorio e
aceleracdo no processo de resolucdo dos granulomas.

O granuloma é rico em células Th2, eosinofilos e macréfagos M2 que protegem
o tecido de toxinas liberadas pelos ovos do parasito, além de formar uma barreira
fisica entre os ovos e o tecido (HAMS & AVIELLO, 2013). A imunizacdo com a apirase
de batata induziu a producao de IL-5, uma vez que somente 0s animais imunizados e
posteriormente infectados apresentaram producéo significativa dessa citocina.
Podemos sugerir que regides da proteina vegetal induzem essa producéo de IL-5,
contrariamente a este processo, 0s esplendcitos dos animais somente infectados nao
apresentaram producao significativa de IL-5. Essa citocina € importante mediadora de
eosinofilia na medula 6ssea e de sobrevivéncia dos eosinoéfilos na periferia, 0os quais
estdo entre os tipos celulares mais abundantes nos granulomas induzidos por S.
mansoni (LINS et al., 2008; REIMAN et al., 2006).

Entretanto, a eosinofilia ndo necessariamente € dependente da producgéo de IL-

5 uma vez que camundongos deficientes nesta citocina também possuem niveis
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basais de eosinofilos que migram para os sitios de infec¢do por parasitos. A IL-5
também pode ter outras fun¢cdes como inducdo da secrecdo de IgA e no
desenvolvimento de células B1, as quais apresentam receptores para esta citocina.
Células B-1 sdo tidas como fontes principais de anticorpos naturais IgM
(MATTHAEI,FOSTER & YOUNG, 1997; MOON et al., 2004), os quais podem ser
induzidos por NTPDases ou por epitopos ndo similares entre a apirase de batata e as
SmATPDases, uma vez que apenas esplendcitos de animais imunizados e
posteriormente infectados apresentaram producéao significativa de IL-5.

Jé foi mostrado que a capacidade de eosindfilos de matar os esquistossdémulos
por meio da ADCC aumenta em proporgédo com o grau de eosinofilia (THOMSON &
LOTZE, 2003), tendo importante funcdo na eliminacdo de detritos teciduais e
promovendo a destruicdo de miracidios e ovos (LINS et al., 2008). Essas células sdo
rapidamente recrutadas em resposta a patdogenos ou alergenos que elicitam uma
resposta Th2 ainda na auséncia da imunidade adaptativa e sdo o tipo celular
dominante na producéo de IL-5 na cavidade peritoneal de camundongos inoculados
com ovos do parasito (SPENCER et al., 2010). A imunizacdo com a apirase de batata
ndo induziu protecdo e também ndo foi observada diferenca semi-quantitativa por
meio de microscopio de campo claro na producdo global de eosindfilos teciduais e
sanguineos entre 0s grupos imunizados e/ou infectados (dados ndo mostrados).

InfeccBes por helmintos estdo associadas a uma resposta Th2 que € modulada
pela expansdo de populacdes de células regulatérias como Tregs, Mregs e Bregs
(NUTMAN et al., 2015). Além destas células, eosindfilos que tém sido associados na
manutencao da imunidade contra parasitas helminticos, tendo também a capacidade
de expressar e liberar a citocina imunossupressora IL-10 (DAVOINE et al., 2014). E
possivel que a imunizacdo com a apirase de batata induzindo a producéo de IL-5, que
€ uma mediadora da eosinofilia, concomitante com a producéo de IL-10, seja um dos
principais motivos da reducdo da area do granuloma. Assim, podemos sugerir um
perfil regulatério da proteina, ndo definindo uma tendéncia para um tipo de resposta
Thl e/ou Th2, predominantemente. Dessa forma, mais estudos sdo necessarios com
essa proteina para elucidar os tipos de células que estdo envolvidos na secrecéo
destas citocinas ap0s a imunizagao.

O estimulo antigénico parece ser o principal fator indutor da formacdo de
células gigantes multinucleadas. As citocinas IFN- vy, IL-4 e TNF-a liberadas de

linfécitos T ativados promovem a diferenciacdo de fagoécitos mononucleares em
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células epitelidides que se fundem gerando células gigantes multinucleadas (FARAH
et al., 2000; DI VIRGILIO et al., 1998). Essas células estdo presentes em tecidos onde
particulas estranhas sédo muito grandes para serem fagocitadas por macrofagos como
na esquistossomose e em outras doencas inflamatérias cronicas (BRODBECK &
ANDERSON, 2009).

Na esquistossomose mansoni, 0s granulomas apresentam células gigantes de
dois tipos, localizadas longe dos ovos — as quais sdo ricas em pigmentos
esquistossomoticos — e células que se localizam no topo da casca dos ovos — que
sdo dominantes e sdo mais facilmente encontradas nos estdgios produtivos e
involutivos de evolucao dos granulomas (LENZI et al., 1998). Pela analise histoldgica,
observamos no grupo imunizado com a apirase de de batata houve um maior nimero
de células gigantes multinucleadas proximas aos ovos dos granulomas. Normalmente,
as células gigantes multinucleadas sdo mais constantes nos granulomas de 80 a 100
dias de infecgéo, e neste trabalho, os camundongos foram eutanaziados com 60 dias
de infeccdo, o que demonstra 0 surgimento quantitativo precoce dessas células nos
grupos imunizados, as quais corroboram para o efeito imunomodulador exercido pela
imunizagdo que promoveu uma reducdo na area granulomatosa.

A escolha de um antigeno para estudar mecanismos protetores na
esquistossomose é uma tarefa dificil devido a complexidade antigénica do parasito e
diversas formas de fuga a resposta imune do hospedeiro. Neste contexto, varias
moléculas ja foram testadas em modelo murino como potenciais candidatos a vacina.
Uma vez que esquistossomos ndo se multiplicam no hospedeiro mamifero e os ovos
depositados nos tecidos do hospedeiro vertebrado séo o principal responsavel pela
patologia (THETIOT-LAURENT, 2013), um antigeno que induza a reducéo da area
afeteda pelo granuloma, com resolucdo precoce da inflamacdo pode ser muito

promissor para diminuir a morbidade na esquistossomose.

5.2 A APIRASE DE BATATA E A REATIVIDADE COM ANTICORPOS IgE

Existe uma controvérsia a respeito do perfil de resposta na esquistossomose
humana em relacéo a resisténcia e susceptibilidade a infec¢do. O perfil Thl tem sido
associado a protecdo contra infeccdo em individuos naturalmente resistentes, os
quais apresentaram altos niveis de IFN-y e TNF-a. No entanto, a correlagado entre

altos niveis de IgE, cuja producdo € induzida por resposta imune do tipo Th2, e
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resisténcia a infeccdo e reinfeccdo tem sido descrita. Entretanto, em humanos, o
subtipo 1gG4, também Th2, tem sido associado a susceptibilidade a infeccao
(CARVALHO-QUEIROZ et al., 2004). Durante a infec¢do normal pelo Schistosoma, a
medida que tem inicio a ovoposicéo, a resposta imune se altera para Th2 e ha também
um aumento dos niveis de IgE no plasma e de eosindfilos circulantes (ZHANG et al,
2006).

Os resultados obtidos a partir da imunizagcdo com a apirase de batata em
camundongos C57BL/6 mostraram que essa proteina induziu niveis significativos de
IL-5, a qual estéd fortemente relacionada a uma resposta Th2, o que estimulou a
avaliacdo do perfil de resposta de anticorpos IgE contra o antigeno vegetal.

Para avaliar a reatividade cruzada dos anticorpos IgE presentes em amostras
de plasmas de pacientes com esquistossomose moradores de areas endémicas,
ensaios de ELISA aplicando a apirase como antigeno foram conduzidos. Os
anticorpos IgE das amostras de plasmas dos reagiram de forma significativa com a
apirase de batata em comparacdo com os individuos saudaveis. Das 102 amostras
de plasmas, 80 (78% de plasmapositividade) foram reativas com a proteina vegetal.
O grupo de pacientes infectados por S. mansoni vivendo em area endémica foi
composto de amostras de plasma de criangas (n=62; faixa etaria 7-17 anos) e adultos
(n=40; faixa etaria 18-60 anos) com diagndstico positivo para a infec¢éo pelo método
de Kato-Katz.

Para remover a influéncia de anticorpos IgG dos plasmas dos pacientes,
doentes e saudaveis, uma vez que a alta concentracdo dessas imunoglobulinas pode
alterar a reatividade de anticorpos IgE, as amostras de plasmas foram tratadas com
IgG anti-humana. Muitos casos falsos negativos de reatividade para anticorpos IgE
podem ocorrer devido a competicdo de IgG e IgE pelos mesmos epitopos (SOUZA-
ATTA, 1999). Estudos prévios em humanos tem identificado a producédo de
autoanticorpos da classe 1gG produzidos contra IgE. Estes anticorpos IgG podem se
ligar especificamente a IgE ou ao receptor FcRI, ativando basdfilos e mastdcitos
independente da ligacdo aos antigenos. Esse fato explica, pelo menos em parte, por
que alguns individuos atépicos que tem elevados niveis de IgE especifica para um
alergeno e nunca desenvolvem sintomas clinicos (CHAN et al., 2013).

Apbés a deplecdo do conteudo de IgG, as amostras de pacientes com
esquistossomose mantiveram uma maior reatividade de anticorpos IgE quando

comparados com individuos saudaveis, e 80% das amostras foram plasmapositivas.
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Estes resultados reafirmam a imunorreatividade cruzada entre a apirase de batata e
isoformas de ATP difosfohidrolase de S. mansoni como ja descrito anteriormente
(FARIA-PINTO, 2008; VASCONCELOS et al.,, 2009; FARIA-PINTO et al., 2010),
sugerindo que estas proteinas compartilham epitopos para anticorpos IgE.

Estudos epidemiolégicos em humanos moradores de areas endémicas
indicaram que o aumento nos niveis de IgE contra esquistossomos esta estreitamente
correlacionado com a resisténcia a reinfeccdo. Acreditam que os anticorpos IgE, na
presenca dos antigenos, estimulam mastocitos e basofilos a liberarem mediadores
quimicos para a diferenciacdo de eosindfilos. A citotoxicidade mediada pelos
eosindfilos fica estimulada em funcdo da liberacdo da enzima EPO (peroxidase
eosinofilica) a qual é toxica para os esquistossémulos. J4 os niveis elevados dos
anticorpos 1gG4 contra o parasito estdo correlacionados com o aumento da
susceptibilidade ao helminto (ZHANG, 2006;NEGRAO-CORREA et al., 2014).

Trabalhos anteriores de nosso grupo, mostraram que anticorpos IgG4
presentes no plasma de pacientes com esquistossomose reagem com a apirase de
batata (FARIA-PINTO et al.,, 2010). Anticorpos desse subtipo tem sua producao
estimulada pela secrecao de IL-10, uma citocina que apresentou niveis elevados, no
presente trabalho, provavelmente sendo estimulada por regibes comuns entre a
apirase de batata e as SmATPDases. Esta citocina regula a resposta inflamatéria
protegendo o tecido do hospedeiro de dano excessivo (VAN DE VEEN et al., 2013).

Camundongos e humanos possuem diferencas na ativacao do sistema imune,
tais como os fatores envolvidos na resposta alérgica, como os receptores FcYRI e
CD23, ambos expressos em mastocitos, basoéfilos e em células apresentadoras de
antigenos em humanos, mas ndo em camundongos (GOULD & RAMADANI, 2015).
De todas as espécies animais para se estudar a producao de IgE, o camundongo tem
sido um modelo muito atrativo j& que tem sido documentado por muitos anos a
producdo dessa imunoglobulina nesse modelo, com um sistema imune bem
caracterizado e devido a variedade de cepas inbread para estudo (LEHRER et al.,
2004).

A plasmapositividade da apirase de batata por ELISA com plasmas de
pacientes com esquistossomose levou-nos a analise da producéo de IgE anti-apirase
de batata em camundongos C57BL/6 imunizados com a proteina vegetal. Para
eliminar a grande concentragdo de IgG, as amostras de plasma foram pré-tratados

com anticorpos anti-lgG de camundongo. A reatividade de anticorpos IgE de
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camundongos imunizados com a proteina vegetal foi significativamente maior do que
a dos animais controle. Além dessa linhagem, também foi observada a producéo de
IgE em camundongos da linhagem Swiss imunizados com a apirase de batata (dados
nao publicados). Esses anticorpos IgE dos animais imunizados também reagem com
antigenos solaveis do ovo (SEA) em ensaios de ELISA e Western blot, comprovando
que os epitopos compartilhados entre a proteina vegetal e as do parasito podem
induzir a producéo de IgE (dados ndo mostrados). Na esquistossomose, tanto em
humanos quanto em camundongos, ja foi observado que os niveis de IgE especificos
para antigenos do parasito aumentam apos tratamento da doenc¢a devido a morte dos
vermes e consequente exposi¢cdo de antigenos ao sistema imune do hospedeiro
(WALTER et al., 2006).

As SmATPDases e a apirase de batata compartilham epitopos que, em ensaios
de ELISA, puderam ser observados através da elevada reatividade de anticorpos IgG
das amostras de pacientes com esquistossomose e camundongos infectados contra
a proteina vegetal (FARIA-PINTO, 2008; FARIA-PINTO, 2010). Como a proteina da
batata reagiu com anticorpos IgE dos plasmas de pacientes com esquistossomose e
induziu a producao desses anticorpos em camundongos, utilizamos o homogeneizado
total de vermes adultos para comprovar a reatividade dos anticorpos IgE em técnicas
de Western blotting.

Os ensaios mostraram trés bandas imunorreativas com anticorpos IgE de
aproximadamente 91, 63 e 55 kDa. A analise de Western blotting confirmou a
reatividade do anticorpo IgE especifico para isoformas ATP difosfohidrolases de 63
kDa, também identificadas utilizando anticorpo policlonal de coelho anti-apirase de
batata, um plasma imune produzido contra a proteina vegetal, que compartilha
epitopos com ambas isoformas, SmATPDase 1 e 2 de aproximadamente 63 kDa
(VASCONCELOS, 1996; FARIA-PINTO, 2004; MENDES et al., 2011; FARIA-PINTO,
2008). Ambos os anticorpos IgE dos pacientes e anti-apirase de batata reconheceram
uma banda de 91 kDa, que foi detectada pela primeira vez na em homogeneizado
total de vermes adultos por Vasconcelos e colaboradores (1996). Esta banda da
proteina pode ser o resultado de modificagcdes pos-traducionais ainda nao descritas
para estas isoformas e ATP difosfohidrolases. Além disso, a banda de
aproximadamente 55 kDa correspondente a isoforma SmATPDase 2, em

homogeneizados de vermes também foi reconhecida por anticorpos IgE. Esses
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resultados sugerem que as ATP difosfohidrolases de S. mansoni sdo importantes
indutoras de anticorpos IgE.

A imunorreatividade entre os plasmas de pacientes com esquistossomose e a
apirase de batata impulsionou nosso grupo, por meio de analises in silico, a busca por
epitopos ligadores de IgE na ATP difosfohidrolase de S. mansoni. Foi observado que
a SmATPDase 1 tem vérios epitopos homélogos a alergenos que estao no banco de
dados e pode ser incluida entre as proteinas capazes de induzir a producédo de IgE
durante a progresséo da esquistossomose (EMIDIO, 2013).

Fitzsimmons e colaboradores (2009) encontraram no genoma de S. mansoni
uma familia de proteinas composta de 13 membros allergen-like, as quais estdo no
tegumento do parasito (SmTAL), sendo que algumas sao restritas a fases especificas
do parasito. A reatividade do plasma de pacientes com esquistossomose com essas
proteinas sugere que na area endémica analisada ha um aumento primario na
resposta de IgE a SmTALs dos vermes adultos. Esses, podem morrer ao longo do
periodo em que vivem no hospedeiro, ocorrer desensibilizacdo da reatividade a
SmTAL presente nos ovos do parasito devido a continua exposi¢ao a estes, que estao
morrendo no interior dos granulomas, e baixa imunogenicidade a SmTAL presente
nas cercarias devido a eventos de imunossupressdo que ocorrem na pele e séo
induzidos pelo parasito. Como as duas isoformas SmATPDases de S. mansoni sdo
expressas em todos os estagios do ciclo de vida do parasito e tem diferencas
guantitativas nos niveis de expressdo nesses estagios, sugerimos que essas
proteinas tém consideravel importancia metabdlica na sobrevivéncia desses
helmintos em seus hospedeiros e que podem promover diversas reacdes
imunoldgicas distintas de acordo com a forma de apresentacao destes antigenos.

Neste trabalho também avaliamos se 0s pacientes com esquistossomose de
uma area endémica para esquistossomose (Caju-Governador Valadares-MG) e
plasmas de camundongos C57BL/6 (saudaveis, infectados com o parasito e de
animais imunizados com a apirase de batata) reagiriam a proteina vegetal em Western
blotting. O pool dos plasmas de pacientes e camundongos depletados dos conteudos
IgG reconheceram a proteina vegetal, presente nos resultados como uma banda em
torno de 48kDa. Esses resultados confirmam os resultados obtidos pelo ELISA,
mostrando mais uma vez que a apirase de batata tem regides indutoras de IgE em
modelo murino e que essas regidbes sdao homélogas e compartilhadas com as

proteinas do parasito.
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O tipo de anticorpos e a concentracdo dos mesmos frente a antigenos do
parasito sofre influéncia de diversos fatores, como idade, sexo, fatores genéticos,
além do tratamento com drogas esquistossomicidas. Em um estudo com pacientes
Senegaleses infectados com S. mansoni, 0s mesmos produziram diferentes respostas
de anticorpos ao antigeno Sm28GST. Estudos utilizando plasmas de pacientes
infectados com Schistosoma e a habilidade de reconhecer antigenos mostram que a
frequéncia de reconhecimento de diferentes antigenos varia de forma significativa
dentro de uma populacdo (MUTAPI et al., 2001).

Em um estudo realizado no Brasil (CORREA-OLIVEIRA et al., 2000), foi
observado que em areas endémicas ha individuos saudaveis denominados “normais
endémicos” que nao se infectam apesar do contato frequente com agua
potencialmente contaminada por cercarias. Esses pacientes apresentam exames de
fezes negativos para o parasito em exames de fezes sucessivos, no entanto possuem
resposta imune tanto celular quanto humoral contra antigenos de S. mansoni
(CALDAS et al., 2000). Na esquistossomose experimental, foi observado que
camundongos nascidos de fémeas com esquistossomose modulam rapidamente as
lesdes causadas pelos ovos formando granulomas fibréticos precocemente (CALDAS
et al.,, 2008). Os pacientes saudaveis também podem apresentar desta forma,
reatividade contra os antigenos do parasito ou a ocorréncia de anticorpos naturais que
reagem cruzadamente com os antigenos do helminto. A producdo de anticorpos
naturais pode ocorrer independente de reatividade cruzada com antigenos externos e
ndo associada a mecanismos especificos de resposta imune a antigenos ambientais,
embora esses possam aumentar a producdo dos mesmos. Essa producdo € uma
manifestacdo de autorreatividade fisioldgica expressa em individuos saudaveis e
representam uma resposta normal a antigenos proprios (COUTINHO, KAZATCHKINE
& AVRAMEAS, 1995).

A apirase de batata possui identidade (22-29%) com a NTPDase 1 (CD39) de
mamiferos (FARIA-PINTO et al., 2008) que esta presente em varias células do sistema
imunoldgico como linfocitos B, neutrofilos, células NK, células T e macréfagos, as
quais contribuem para a homeostase do organismo (DWYER et al., 2007). Uma vez
gue anticorpos IgG dos plasmas de alguns pacientes saudaveis ja reagiram com a
apirase de batata, investigamos, no presente trabalho, se os anticorpos IgE dos
plasmas dos pacientes dessas das regides de Caju e Tabuas reagiriam com

macroéfagos da linhagem RAW 246.7.
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Esses macrofagos foram processados para a obtencédo do homogeneizado de
células que foi submetido a eletroforese e Western blotting. Neste experimento,
amostras de plasma, IgG-depletados dos pacientes saudaveis e com
esquistossomose pertencentes as duas areas, Caju e Tabuas, foram analisados.
Como controle, anticorpos 1gG anti-CD39 foram aplicados, reconhecendo uma banda
de 55 kDa nesta preparacdo. Além disso, utilizamos anticorpos IgG do plasma de
pacientes doentes, de pacientes saudaveis e anticorpos IgM de pacientes saudaveis
da regido de Caju que também reconheceram apenas uma banda de mesmo peso
gue o anti-CD39. Os anticorpos IgM sao os primeiros a serem produzidos na resposta
priméria a um antigeno, podem ser produzidas em respostas secundarias mas outras
classes predominam a fase tardia de uma resposta de anticorpos, como a classe 1gG
(MURPHY, TRAVERS & WALPORT, 2010).

O reconhecimento da banda de 55 kDa por anticorpos IgG e IgM de pacientes
saudaveis, principalmente IgM que é o principal isotipo de anticorpo natural produzido
(SILOSI et al., 2016), reforca a ideia da existéncia de anticorpos naturais também da
classe IgE nesses individuos pois anticorpos IgE dos plasmas dos pacientes de
ambas regides, tanto saudaveis quanto doentes, reconheceram 5 bandas e dentre
elas, uma banda de 55 kDa, a mesma reconhecida por anticorpos IgG anti-CD39.

A autorreatividade pode ser definida como uma resposta de anticorpos para
antigenos proprios e isso ndo necessariamente esta ligado a uma resposta autoimune
(Zeller et al., 2008). Autoanticorpos naturais de diferentes isotipos tem sido muito
estudados, sendo que a maioria € da classe IgM (70-80% da IgM circulante), os quais
sao polireativos, com baixa afinidade de ligagdo mas com alta avidez, permitindo que
clones de células B produtoras de anticorpos naturais possam ser rapidamente
ativadas por um antigeno estranho ou auto-antigeno, proporcionando tempo para que
haja uma resposta adaptativa mais especifica aos antigenos estranhos. Esses
autoanticorpos podem participar de varios processos imunes como manutencao da
homeostase, resisténcia a infec¢des e regulacdo da resposta imune (LOBO, 2016;
SILOSI et al., 2016).

Na homeostase, células apoptoticas sao eliminadas por macrofagos residentes
nos tecidos, do contrario, essas células podem se acumular e levar a inflamacao,
guebra da tolerancia e consequente patogénese autoimune. As células apoptéticas
liberam citocinas anti-inflamatérias como IL-10 precocemente, as quais sinalizam uma

tolerancia para os macrofagos. No caso do Lupus Eritematoso Sistémico, doenca
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autoimune, foi mostrado que h& uma diminuicdo na capacidade fagocitica de
macréfagos dos pacientes com a doenca (WU et al., 2016).

A lamina propria é constantemente exposta a alta pressdo antigénica, como
bactérias comensais, antigenos derivados de alimentos e patdgenos, representando
assim um ambiente apropriado para a geracdo de Tregs que contribui para a
homeostase (PALOMARES et al.,, 2010). Além das células do hospedeiro, muitos
patégenos (E.coli, S. aureus, S. agalactiae, T. gondii e T. vaginalis) possuem uma
maquinaria like CD39/CD73 que pode auxilia-los na colonizacdo do hospedeiro. Esta
evidéncia sugere que muitos patdgenos podem manipular a via de sinalizacdo da
adenosina em beneficio proprio como estratégia de fuga do sistema imunol6gico do
hospedeiro (ALAM et al., 2015). A adenosina resulta de nucleotideos como ATP que
€ catabolizado por enzimas como CD39 e CD73, que sdo expressas em varias células,
e age sobre diversas células do sistema imune, mediando principalmente efeitos anti-
inflamatorios por inibir a ativacdo das mesmas e consequente dano tecidual (Bono,
2015).

Uma vez que CD39 esta presente em varias células do sistema imune e além
disso alguns patégenos da microbiota humana podem ter essa enzima, sugerimos que
0S pacientes que reconhecem a apirase de batata produzam anticorpos contra
epitopos compartilihados entre CD39 e a proteina vegetal na manutencdo da
homeostase e na regulacdo e defesa imunoldgica contra patégenos. Muitos fatores
podem influenciar a reatividade de IgE desses individuos como ja mencionado
anteriormente, assim sera necessario trabalhar individualmente com cada plasma
desses pacientes, em outras técnicas experimentais, para verificar a resposta de
anticorpos IgE frente a essa familia de proteinas. Nossos resultados mostram que o
antigeno apirase de batata ndo € vacinal, mas tem uma atuacdo importante na
modulacdo da resposta imune frente a esquistossomose, entretanto, pode ser
aplicado em diversas doencas uma vez que as NTPDases estdo envolvidas em varios

processos fisioldgicos e patoldgicos.
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6. CONCLUSOES

6.1 A apirase de batata induz a producéo de anticorpos IgG e de citocinas como IFN-
y, IL-10 e IL-5 em camundongos imunizados com a proteina vegetal e infectados com
S. mansoni em camundongos C57BL/6 sugerindo um papel regulatério dessa proteina

na infecgéo experimental.

6.2 A apirase de batata ndo induziu protecdo em camundongos C57BL/6 sob o
protocolo utilizado nesta tese, mas mostrou um carater imunomodulatério sobre o

granuloma do parasito nos animais imunizados com essa proteina.

6.3 A apirase de batata induz a producdo de anticorpos IgE em camundongos
C57BL/6 e reage com anticorpos IgE do plasma de pacientes com esquistossomose
ou com anticorpos IgE do plasma de camundongos infectados com S. mansoni
sugerindo que os epitopos compartilhados entre a apirase de batata e as

SmATPDases podem induzir a producao desses anticorpos na progressao da doenca.
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