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1.1 A esquistossomose 

 

 A esquistossomose é uma doença parasitária causada por vermes trematódeos 

pertencentes ao gênero Schistosoma. Dentre as espécies capazes de infectar o homem, 

cinco apresentam maior importância médica: S. haematobium, S. intercalatum, S. 

japonicum, S. mansoni e S. mekongi. A distribuição mundial destas espécies é bastante 

diversificada (Figura 1). A espécie S. haematobium se instala no plexo venoso perivesical, 

ocasionando a esquistossomose urinária. As demais espécies se instalam no plexo venoso 

mesentérico do hospedeiro vertebrado ocasionando a esquistossomose intestinal (Gryseels 

et al., 2006). 

 

Figura 1: Distribuição mundial das principais espécies causadoras da esquistossomose 

humana (Modificado de Gryseels et al., 2006). 

A esquistossomose acompanha a humanidade há milhares de anos (David & Contis, 

1996). Entretanto, essa doença permanece como uma das infecções parasitárias de maior 

prevalência, resultando em graves consequências econômicas e de saúde pública. 

Atualmente, a esquistossomose é endêmica em 74 países tropicais e subtropicais, 
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localizados na África, Ásia e América Latina. Dados recentes da Organização Mundial da 

Saúde indicam a existência de aproximadamente 700 milhões de pessoas sob risco de 

contaminação em todo o mundo, e, estima-se que mais de 207 milhões estejam infectadas 

de forma contínua ou intermitente, sendo que 85% dessas pessoas vivem na África (“World 

Health Organization” - WHO, 2010). Aproximadamente 280.000 mortes são atribuídas à 

esquistossomose apenas na África sub-Saariana (Van Der Werf et al., 2003). 

No Brasil, os primeiros casos de pacientes com esquistossomose foram relatados em 

1908, por Pirajá da Silva (Prata, 2008) e, ainda hoje, essa doença permanece como um 

importante problema de saúde pública. Atualmente, a doença é detectada em todas as 

regiões do país. As áreas endêmicas e focais abrangem 19 unidades federadas (Figura 2), 

atingindo os estados: Alagoas, Bahia, Pernambuco, Rio Grande do Norte (faixa litorânea), 

Paraíba, Sergipe, Espírito Santo e Minas Gerais (com predominância no norte e nordeste do 

estado). No Pará, Maranhão, Piauí, Ceará, Rio de Janeiro, São Paulo, Santa Catarina, 

Paraná, Rio Grande do Sul, Goiás e no Distrito Federal, a transmissão é focal, não atingindo 

grandes áreas (Coura & Amaral, 2004). A área endêmica para esquistossomose no Brasil se 

encontra em expansão e estima-se que aproximadamente 25 milhões de habitantes estejam 

expostos ao risco de infecção e cerca de 1 a 3 milhões de pessoas estejam infectadas 

(Schneider et al., 2011).  

 A escassez de programas de saúde funcionais e de saneamento básico faz com que 

a esquistossomose seja, hoje, a principal helmintíase em termos de morbidade e 

mortalidade (King, 2009). Especialmente em países subdesenvolvidos, os altos índices de 

ocorrência da esquistossomose conduzem a um comprometimento na produtividade e 

qualidade de vida dos indivíduos infectados, além de provocarem inúmeras outras 

consequências no desenvolvimento sócio-econômico dos países onde ela ocorre. 
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Figura 2: Distribuição da esquistossomose de acordo com a prevalência da infecção humana 

no Brasil (Modificado de Coura & Amaral, 2004). 

 

1.2 A esquistossomose mansônica: agente etiológico e ciclo de vida 

 

 O S. mansoni é uma espécie pertencente à família Schistosomatidae, que se 

caracteriza por agrupar trematódeos que apresentam dimorfismo sexual. A disseminação da 

doença depende de dois hospedeiros: um intermediário, o caramujo do gênero 

Biomphalaria, no qual a reprodução assexuada do parasita ocorre, e outro vertebrado 

definitivo, em particular o homem, no qual a reprodução do helminto ocorre de forma 

sexuada (Revisado por Neves, 2005).  

 A infecção inicia-se com a exposição à água contaminada, quando as larvas 

infectantes, as cercárias, penetram na pele do hospedeiro (Figura 3). Neste processo, as 

cercárias perdem a cauda bifurcada, as glândulas pré e pós acetabulares, dando origem à 
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forma jovem do verme, o esquistossômulo (Gordon & Griffiths, 1951). Em torno de 48 horas 

após a infecção, os esquistossômulos alcançam a corrente sanguínea e iniciam sua 

migração passiva, intravascular, passando pelo pulmão antes de alcançar o sistema porta 

hepático, onde completam seu desenvolvimento. Então, machos e fêmeas se acasalam, 

iniciando nova migração até seu sítio de residência nas veias mesentéricas, o que leva 

aproximadamente 2 a 3 semanas. Neste local, a maturidade sexual da fêmea é atingida por 

volta da 6a semana, quando a ovoposição se inicia (Boros & Warren, 1970; Miller & Wilson, 

1978). Cada fêmea produz diariamente cerca de 300 ovos (Von Lichtenberg, 1987). Alguns 

destes ovos movem-se através das paredes das vênulas, atravessam as paredes do 

intestino, alcançam o lúmen e são eliminados junto com as fezes. Os ovos que chegam ao 

ambiente externo precisam alcançar a água para eclodir e liberar o embrião, miracídio, que 

através da natação ativa, encontra seu hospedeiro intermediário, o caramujo. Neste, os 

miracídios transformam-se em esporocistos primários e, algum tempo depois (8 a 10 dias), 

em esporocistos secundários. Posteriormente, os esporocistos secundários migram para as 

glândulas digestivas do molusco e se reproduzem assexuadamente, dando origem às 

cercárias  (Revisado por Neves, 2005). 
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Figura 3: O ciclo de vida do S. mansoni (Modificado de  Varki et al., 2009). 

 

1.3 Patologia da esquistossomose mansônica no hospedeiro definitivo 

 

As cercárias, os esquistossômulos, os vermes adultos e os ovos exercem papéis 

diferenciados na geração da patologia no hospedeiro definitivo. A penetração das cercárias 

pode produzir uma reação alérgica inflamatória denominada dermatite cercariana, 

caracterizada por coceira e eritema. Assim como as cercárias, os esquistossômulos podem 

produzir uma reação alérgica durante a sua migração pelo sistema hemolinfático do 

hospedeiro caracterizada por tosse e febre (El-Garem, 1998). Os efeitos patológicos 

gerados pelos vermes adultos, que vivem no sistema mesentérico do hospedeiro, são quase 
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inexistentes. Porém, podem se observar febre prolongada, sudorese, mialgia e dores de 

cabeça logo após a ovoposição (El-Garem, 1998). 

O mais importante agente nocivo decorrente da infecção reside nos ovos que não 

são eliminados nas fezes e ficam presos na mucosa intestinal ou são levados pelo fluxo 

sangüíneo para o fígado (Boros & Warren, 1970). Estes ovos retidos (variando desde 20 a 

60% do total de ovos produzidos) representam um estímulo antigênico potente e contínuo, 

sendo circundados por células características da resposta inflamatória granulomatosa do 

hospedeiro (Warren & Domingo, 1967; Boros & Warren, 1970). A fibrose que se desenvolve 

em torno das ramificações da veia porta bloqueia a circulação sanguínea gerando 

hipertensão com congestão e edema no intestino e baço, e conseqüente esplenomegalia. A 

sobrecarga circulatória induz a formação de veias sujeitas à ruptura e hemorragias graves 

(Revisado por Rey, 2008). 

Na esquistossomose humana é possível identificar duas fases de desenvolvimento 

do parasita, a fase aguda e a fase crônica, de acordo com o tempo de infecção e com a 

sintomatologia apresentada pelo hospedeiro definitivo (Gazzinelli et al., 1987; Boros, 1989). 

As manifestações da fase aguda raramente ocorrem em indivíduos de áreas endêmicas 

devido às exposições pré-natal via transporte transplacentário (Carlier et al., 1980; Novato-

Silva et al., 1992) e pós-natal devido às infecções repetidas. Os sintomas desta fase incluem 

febre, edema, tosse seca e persistente, diarréia e eosinofilia (Warren, 1973) e aparecem 

entre 2-10 semanas após a exposição às cercárias, coincidindo com o período migratório do 

esquistossômulo nos pulmões e fígado, maturação dos vermes e ovoposição nas veias 

mesentéricas. Na grande maioria dos casos, os sintomas são transitórios e 

espontaneamente desaparecem com a passagem da infecção ao estádio crônico. A fase 

crônica é classificada em forma intestinal, hepatointestinal e hepatoesplênica (Andrade & 

Van Marck, 1984). Pacientes com a forma intestinal constituem cerca de 90% da população 

infectada em áreas endêmicas. Normalmente, os pacientes com esta forma apresentam 

sintomatologia discreta e presença de mecanismos imunorreguladores da formação do 
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granuloma. Embora não existam estudos detalhados relacionados à forma hepatointestinal, 

pacientes portadores desta forma clínica apresentam uma hepatomegalia não associada à 

esplenomegalia. 

Uma pequena parte da população cronicamente infectada (variando de 1% a 10%) 

pode vir a desenvolver uma forma mais grave da doença, a forma clínica hepatoesplênica. 

Estes pacientes apresentam uma grave hepatoesplenomegalia devido à formação de 

intensa fibrose nos espaços periportais, associada à deposição de ovos do parasita e 

formação de granulomas ao redor destes ovos retidos nos tecidos, principalmente no fígado 

(Warren, 1982). A gravidade dos sintomas está relacionada tanto à intensidade da infecção 

quanto à resposta imune de cada indivíduo (Boros, 1989). Esta heterogeneidade nas 

respostas também é observada dentre as diferentes linhagens de camundongos, no modelo 

experimental da doença (Stadecker et al., 2004).  

 

1.4 A inflamação e a formação do granuloma 

 

Durante o ciclo de vida do S. mansoni no hospedeiro vertebrado, uma série de 

antígenos é secretada, excretada e/ou desprendida do parasita, levando a uma resposta 

inflamatória granulomatosa e à produção de altos níveis de anticorpos (Berggren & Weller, 

1967). Essa resposta é um processo dinâmico, onde a população de células infiltradas no 

local varia com o decorrer da infecção (Stenger et al., 1967; Chensue & Boros, 1979).  

A evolução do granuloma tem sido classificada em vários estádios de maturação, na 

infecção experimental e humana (Hsü et al., 1972; Grimaud & Borojevic, 1986; Junqueira et 

al., 1986; Lenzi et al., 1998). Na infecção experimental murina, os granulomas podem ser 

classificados em cinco principais estádios de evolução: reativo inicial, exsudativo, 

exsudativo-produtivo, produtivo e involutivo. À medida que o granuloma evolui, a intensidade 

da fibrose aumenta gradualmente e a celularidade total apresenta uma redução progressiva 

(Lenzi et al., 1998). Ao longo do processo de maturação do granuloma também são 
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observadas alterações dinâmicas nas populações celulares.  O estádio reativo inicial é 

caracterizado pelo acúmulo gradual de células mononucleares, neutrófilos e eosinófilos ao 

redor do ovo recentemente depositado. Cerca de 40 dias após a infecção, surgem os 

primeiros granulomas exsudativos que, além de macrófagos e eosinófilos, apresentam 

fibroblastos, linfócitos, neutrófilos, células plasmáticas e mastócitos. À medida que o 

granuloma amadurece no estádio exsudativo-produtivo, histiócitos e células epitelióides 

começam a aparecer na periferia e gradualmente substituem a zona leucocítica. Fibrócitos 

também aparecem na periferia da lesão e formam uma zona externa ao redor dos histiócitos 

e das células epitelióides. Durante o estádio produtivo os ovos do Schistosoma se 

degeneram e se desintegram. Fibrócitos e fibras de colágeno eventualmente se tornam mais 

proeminentes, e linfócitos, histiócitos, células plasmáticas e alguns eosinófilos formam uma 

zona adicional na periferia da lesão. Os fibrócitos e as fibras colágenas eventualmente se 

tornam a característica principal do granuloma, ao passo que os outros tipos celulares 

reduzem em número. Os granulomas no estádio involutivo são marcadamente reduzidos no 

tamanho e o ovo está tipicamente desintegrado, podendo se tornar calcificado. Após o 

estádio involutivo, o granuloma é substituído por placas fibróticas (Lenzi et al., 1998; Burke 

et al., 2009).  

O processo de formação dos granulomas hepáticos se inicia quando antígenos 

originados dos ovos agem como estímulos da resposta inflamatória (Pearce, 2005). Estes 

antígenos são transportados para órgãos linfóides através de vasos sanguíneos e linfáticos. 

Nestes órgãos, os antígenos são capturados, processados por células apresentadoras de 

antígenos (APCs) que incluem linfócitos B, células dendríticas e macrófagos. A interação 

entre as APCs expressando MHC de classe II, peptídeos antigênicos do ovo e células T 

CD4+ específicas resulta na ativação das células T, expressão de moléculas de adesão, 

recrutamento e ativação de outros leucócitos – notadamente eosinófilos – e na liberação de 

mediadores inflamatórios, principalmente citocinas (Stadecker, 1999). Desta resposta 

participam linfócitos, macrófagos, células gigantes multinucleadas, células epitelióides, 
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eosinófilos, neutrófilos, mastócitos e fibroblastos (Von Lichtenberg, 1962; Moore et al., 1977; 

Silva-Teixeira et al., 1996).  

Inicialmente, o granuloma hepático forma-se num contexto de citocinas Th1, 

entretanto, já nas primeiras 1-2 semanas de sua formação, a resposta imune torna-se 

polarizada para o perfil Th2 com a produção de IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13. A mudança para o 

perfil Th2 é essencial para que haja a prevenção da morbidade da doença e aumente a 

sobrevivência do hospedeiro (Pearce et al., 2004). As citocinas Th2 estudadas isoladamente 

apresentam diferentes funções na patologia do granuloma hepático. Estudos com animais 

deficientes para IL-4, IL-13 ou duplo-deficientes em IL-4 e IL-13 demonstraram que IL-4 

direciona o desenvolvimento da resposta granulomatosa, ao passo que IL-13 é a citocina 

pró-fibrótica chave no desenvolvimento da fibrose hepática associada à esquistossomose 

(Fallon et al., 2000). A IL-4 é responsável pela determinação do tamanho do granuloma, 

indução da proliferação de linfócitos produtores de citocinas Th2 e também é importante 

para a produção de IL-5 e IL-13 por células associadas ao granuloma (Yamashita & Boros, 

1992; Cheever et al., 1994). Além disso, a IL-4 não contribui diretamente para o 

desenvolvimento da fibrose, porém, ela aumenta os efeitos da IL-13 na fibrogênese (Fallon 

et al., 2000). A IL-4 e IL-13 também podem contribuir para o desenvolvimento da fibrose 

através da indução de macrófagos alternativamente ativados (Hesse et al., 2001; Wilson, et 

al., 2007). A IL-5 é necessária para o recrutamento de eosinófilos para o granuloma 

(Cheever et al., 1991). Os eosinófilos são uma importante fonte de citocinas Th2, como a IL-

13, e, portanto, a IL-5 contribui indiretamente para a polarização da resposta imune através 

do recrutamento dessas células (Rumbley et al., 1999). A IL-10 tem um papel regulador 

chave durante a transição da resposta Th1 para a Th2 e também na prevenção do 

desenvolvimento de patologia grave, devido ao excesso das respostas Th1 ou Th2 (Wilson 

et al., 2007). Nos estádios iniciais da formação do granuloma, a IL-10 atua na supressão da 

produção de citocinas Th1, tais como IFN-  (Hesse et al., 2004). Hoffmann e colaboradores 

(2000) também demonstraram que a IL-10 é essencial para prevenir respostas Th2 
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excessivas em camundongos deficientes para IL-10. Em contraste, o papel das citocinas 

Th1 na indução do granuloma e fibrose não é muito bem definido (Figura 4). 

A composição e o tamanho do granuloma são determinados pela atividade de 

linfócitos T CD4+ antígeno-específicos e o seu microambiente de citocinas (Stadecker, 

1999). Dependendo da resposta celular desencadeada ao redor do ovo, o granuloma pode 

alcançar um volume equivalente a 100 vezes o volume do ovo. Essa resposta inflamatória 

produz a destruição do tecido local e é seguida pelo processo de fibrose, através da 

deposição de colágeno, e, posterior cicatrização da lesão. Como conseqüência da 

deposição de colágeno, pode ocorrer a obstrução de vasos sanguíneos e/ou linfáticos (Von 

Lichtenberg, 1962; Domingo & Warren, 1969; Cheever, 1972; Warren, 1973). 

A reação granulomatosa é considerada um mecanismo necessário para conter os 

efeitos tóxicos das proteínas secretadas pelos ovos e evitar danos às células vizinhas, de 

modo a limitar a patologia da infecção (Buchanan et al., 1973; Doenhoff et al., 1979). Porém, 

respostas celulares exacerbadas e sem controle provocam o aparecimento de fibrose e 

aumentam o risco de desenvolvimento de esplenomegalia característica da doença (Warren, 

1982). Nesse sentido, o desenvolvimento de uma patologia grave parece resultar da 

inabilidade do hospedeiro em controlar ou modular as respostas imunológicas contra os 

antígenos liberados pelos ovos.  
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Figura 4: Principais componentes da resposta granulomatosa aos ovos de Schistosoma no 

fígado do hospedeiro definitivo e o papel das citocinas e quimiocinas que regulam essa 

resposta. Legenda (do centro do granuloma para a face externa): ovo, neutrófilos, eosinófilos, 

macrófagos, fibroblasto, fibras de colágeno, células CD4
+
/células B, hepatócitos. (Modificado de 

Burke et al., 2009).   

 

1.5 Resposta imune na esquistossomose  

 

A infecção pelo S. mansoni representa um complexo desafio para o sistema imune do 

hospedeiro, principalmente porque o parasito apresenta diferentes estádios evolutivos e 

habita distintos nichos durante seu desenvolvimento no hospedeiro definitivo. A importância 

de se compreender os mecanismos envolvidos nessa patologia está no fato de que os 
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danos causados nos tecidos afetados são o resultado de um processo imunopatológico 

iniciado pela resposta imune do próprio hospedeiro contra antígenos do parasita. Nesse 

aspecto, tanto a imunidade inata quanto a adaptativa participam na defesa do hospedeiro. 

 

 1.5.1 Resposta imune inata 

 

A imunidade inata pode ser entendida como o sistema de defesa inicial que 

reconhece motivos conservados encontrados tanto em animais quanto em plantas. As 

células apresentadoras de antígenos (APCs) têm um papel fundamental na resposta imune 

inata, uma vez que elas são capazes de reconhecer uma ampla variedade de estruturas 

características de patógenos, comumente denominados padrões moleculares associados à 

patógenos (PAMPs). Recentemente, foi demonstrado que as APCs reconhecem estes 

PAMPs através de receptores de reconhecimento padrões – PRRs (do inglês, “pattern 

recognition receptors”). Várias classes de PRRs, tais como TLRs (do inglês, “toll-like 

receptors”), RLRs (do inglês, “retinoic acid-inducible gene” – RIG-I “like receptors”) e NLRs 

(do inglês, “nucleotide-binding oligomerization domain” - NOD-“like receptors”) já foram 

identificadas (Kawai & Akira, 2009). Esses PRRs reconhecem várias classes de patógenos 

em diversos compartimentos celulares e ativam a liberação de citocinas inflamatórias e 

interferons do tipo I para a defesa do hospedeiro (Medzhitov & Janeway, 2000; Medzhitov, 

2007). 

A interação entre o S. mansoni e as células dendríticas (DCs), APCs profissionais, 

inicia-se pelo reconhecimento de componentes específicos da mistura antigênica do 

parasita encontrados pelo hospedeiro. Todos os estádios do ciclo de vida do S. mansoni 

produzem uma complexa variedade de moléculas – proteínas, carboidratos, lipídeos – 

muitas das quais já foram extensamente caracterizadas e qualquer uma delas pode ser 

considerada como candidato potencial para o reconhecimento imune inato durante a 

infecção, podendo desempenhar um papel importante no condicionamento das DCs 
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(Perona-Wright et al., 2006). Nos estádios iniciais da infecção pelo Schistosoma, a cercária 

induz na pele uma reação inflamatória e influxo de células, incluindo as DCs (Hogg et al., 

2003; Mountford & Trottein, 2004). Existem também evidências que retratam a ativação e a 

maturação das DCs na pele, após a penetração das cercárias, determinada pela regulação 

positiva da expressão de MHCII e CD86 (Riengrojpitak et al., 1998; Angeli et al., 2001; 

Hogg et al., 2003). 

As DCs não são convencionalmente ativadas quando estimuladas com antígenos de 

diferentes estádios de vida do S. mansoni, tais como antígenos solúveis de 

esquistossômulos (SSA) e antígenos solúveis de verme adulto (SWAP) (Zaccone et al., 

2003; Trottein et al., 2004). Por outro lado, BMDCs (células dendríticas derivadas da 

medula óssea), quando expostas ao material liberado por cercárias nas três primeiras horas 

após a transformação, (denominadas preparação liberada entre 0-3 horas, 0-3hRP), 

apresentam um estado parcial restrito de ativação se comparadas com as DCs estimuladas 

com SEA, ovos mortos ou SSA, mencionados anteriormente. Este estado de ativação 

intermediário é caracterizado pelo pequeno aumento na expressão de MHCII, CD40 e 

CD86 e pela produção de IL-6 e IL-12p40 (Jenkins & Mountford, 2005). 

Muitos trabalhos têm demonstrado que as DCs podem se ligar aos componentes do 

Schistosoma tanto via TLRs quanto via Lecitinas do tipo C (DC-SIGN, Langerin) (Van Der 

Kleij et al., 2002; Thomas et al., 2003; Aksoy et al., 2005; Meyer et al., 2005). Os antígenos 

solúveis do ovo (SEA) do S. mansoni são produtos derivados de helmintos mais bem 

caracterizados que contêm variados ligantes para os TLRs e influenciam as respostas das 

DCs. Um desses antígenos é a lacto-N-fucopentose III (LNFPIII), um açúcar que contém o 

glicano Lewisx, que é encontrado no SEA e interage com TLR4 para ativar seletivamente a 

sinalização via a cinase intracelular ERK nas DCs. LNFPIII possui papel adjuvante Th2 pelo 

recrutamento de macrófagos supressores e o condicionamento de DC para promover a 

produção de IL-4 pelas células T CD4+ (Thomas et al., 2003). Outro antígeno de SEA, a 

Lisofosfatidilserina (Lyso-PS) interage com TLR2 para induzir a diferenciação de células T 
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produtoras de IL-4 e IL-10. Dependendo do número de cadeias acil, a Lyso-PS do 

Schistosoma pode condicionar DCs de forma alternativa a promover tanto a polarização de 

células Th2 ou induzir especificamente células T reguladoras produtoras de IL-10 (Van Der 

Kleij et al., 2002). Adicionalmente, já foi descrito que RNA de fita dupla derivado do ovo de 

Schistosoma constitui-se como ligante para TLR3 (Aksoy et al., 2005). Estudo recente 

demonstrou que os antígenos de SEA podem produzir uma resposta imunomoduladora do 

granuloma através da supressão da secreção de TNF-  e IL-6 pelas DCs ativadas via TLR. 

Esse efeito imunomodulador foi explicado a partir da capacidade de SEA de bloquear o 

inflamassomo NLRP3 (do inglês, “NOD-like receptor containing pyrin domain”), através do 

aumento de potássio extracelular e, assim, impedir a liberação de citocinas pró-

inflamatórias (Ritter et al., 2010).  

 

1.5.2 Resposta imune adaptativa 

 

O entendimento da resposta imune na patologia e na resistência natural à infecção é 

importante para compreender quais as características de uma resposta imune protetora na 

esquistossomose. A resposta imune humoral e celular na esquistossomose humana varia de 

acordo com a fase e forma clínica da doença. Pacientes na forma aguda da doença 

produzem altos níveis de anticorpos das subclasses IgG1, IgG2 e IgG3 e baixos níveis de 

anticorpos IgM e IgG4 contra antígenos do esquistossômulo (Joseph et al., 1983; Khalife et 

al., 1986). Em humanos, IgG1, IgG3 e IgE são isotipos capazes de mediar à destruição de 

esquistossômulos in vitro na presença de eosinófilos, macrófagos e plaquetas por um 

mecanismo de citotoxicidade mediada por anticorpo-ADCC e fixação de complemento, 

enquanto que IgM e IgG4 não são capazes de mediar à destruição do parasita (Capron et 

al., 1975; Joseph et al., 1983; Khalife et al., 1986). Quanto à resposta celular na fase aguda 

da doença, observa-se uma significativa resposta proliferativa de células mononucleares do 

sangue periférico (PBMC) a antígenos solúveis de ovo (SEA) e verme adulto (SWAP) 
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(Gazzinelli et al., 1987). Indivíduos nesta fase da doença apresentam um perfil de resposta 

celular do tipo Th1 com alta produção de IFN-  por PBMC em resposta a estimulação com 

SEA e baixos níveis de produção de IL-10 e IL-5 em resposta ao mesmo antígeno (De Jesus 

et al., 2004). Na fase crônica da doença, indivíduos exibem uma baixa resposta de IgG1, 

IgG2 e IgG3 e alta produção de IgG4 em resposta a antígenos do esquistossômulo e do 

verme adulto (Jassim et al., 1987). Indivíduos que apresentam a forma clínica intestinal 

produzem menor quantidade de IFN-  e maior produção de IL-10 em resposta à estimulação 

de PBMC com SEA e SWAP, no entanto, apesar da baixa produção de IFN- , a 

neutralização desta citocina resulta em redução nos índices de proliferação. Já a 

neutralização de IL-10 com anticorpos específicos resulta em aumento da resposta 

proliferativa de PBMC em resposta à estimulação com SEA e SWAP (Corrêa-Oliveira et al., 

1998). Adição de anti-IL-4, mas não de anti-IL-5 leva a um decréscimo da resposta 

proliferativa de PBMCs e da formação do granuloma in vitro. (Corrêa-Oliveira et al., 1998). 

Na forma grave da esquistossomose, a forma hepatoesplênica, o bloqueio de IL-4 causa 

significativo decréscimo na resposta proliferativa e decréscimo na formação do granuloma in 

vitro. Ao contrário, a adição de anticorpos monoclonais anti-IL-10 no meio de cultura não 

alteram significativamente a resposta celular, mas a adição da forma recombinante da IL-10 

é capaz de diminuir a resposta proliferativa observada nestes indivíduos (Corrêa-Oliveira,  et 

al., 1998). Indivíduos hepatoesplênicos produzem baixas quantidades de IFN-  e 

apresentam, em análise de citometria de fluxo, redução do percentual de células NK 

(Martins-Filho et al., 1999). A fibrose hepática resultante da inflamação granulomatosa ao 

redor do ovo do S. mansoni depositado no fígado está diretamente associada a uma 

elevada produção de IL-13 (De Jesus et al., 2004). 

Alguns indivíduos em áreas endêmicas para a esquistossomose, apesar do contato 

constante com águas contaminadas, apresentam exames de fezes persistentemente 

negativos para a presença de ovos de S. mansoni. Estes indivíduos, inicialmente descritos 

por Corrêa-Oliveira e colaboradores (1998), são considerados indivíduos naturalmente 
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resistentes (RN) à infecção pelo S. mansoni e, por causa disso, há um grande interesse em 

se estudar a resposta imune nesses indivíduos. Análises fenotípicas de PBMC de indivíduos 

RN, por citometria de fluxo, demonstram uma alta proporção de células CD3+, CD4+ e CD4+ 

CD28+, além de uma elevada expressão de B7.1 (CD80) e B7.2 (CD86) (Corrêa-Oliveira, R 

et al., 2000). Nesse grupo, as respostas imunes bem balanceadas seriam caracterizadas 

pela presença de respostas Th1 e Th2 mensuráveis, que são controladas devido à presença 

de atividade de células Treg. Isso também é refletido pelo balanço na distribuição dos 

isotipos IgG4 e IgE (Maizels & Yazdanbakhsh, 2003).  

Estudos em modelo murino têm ajudado a esclarecer quais seriam os perfis de 

resposta imune protetora (Wilson et al., 2007). Em camundongos imunocompetentes, os 

estádios iniciais do Schistosoma (cercária e esquistossômulo) estimulam uma resposta de 

natureza Th1, durante as primeiras 4-5 semanas de infecção. Esta resposta é caracterizada 

pelo aumento dos níveis de citocinas pró-inflamatórias, incluindo IL-1, TNF- , IL-6 e IFN- , e 

por uma limitada expressão de IL-4. Somente quando a infecção progride e os primeiros 

ovos são produzidos, 5-6 semanas após a infecção, a resposta imune é gradualmente 

alterada para um perfil Th2 e torna-se fortemente polarizada oito semanas após a infecção 

(Pearce & Macdonald, 2002). No desenvolvimento da resposta Th2 ocorre uma expressiva 

produção de IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 e uma redução na produção de IFN- . É neste estádio 

que a resposta Th2 atinge o seu pico e a resposta granulomatosa apresenta-se mais 

exacerbada. Há um aumento nos níveis plasmáticos de IgE e de eosinófilos circulantes, o 

que resulta da produção das citocinas IL-4 e IL-5 (Grzych et al., 1991; Pearce et al., 1991). É 

a expressão destas citocinas pelas células Th2 que provoca a mudança nas células B para 

a produção do isotipo IgE. A IL-4 e a IL-5 também atuam como fatores de crescimento e 

sobrevivência dos eosinófilos (Mosmann, 1992). Decorridas 12 semanas da infecção, ocorre 

uma redução significativa da resposta Th2 caracterizada por uma hiporesponsividade 

imunológica e um pequeno aumento na produção de IFN-  (Grzych et al., 1991). É nessa 

fase que são observados os menores granulomas (Fallon, 2000). Esta resposta persiste até 
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o final da infecção e contribui para a sobrevivência do hospedeiro (Grzych et al., 1991). 

Assim como na resposta imune humana, IL-10 aparece como um fator determinante da 

imunomodulação da resposta murina (Sadler et al., 2003). 

A contribuição das citocinas tanto do perfil Th1 quanto Th2 na resposta 

granulomatosa tem sido discutido, sendo que fibrose e a maior parte da patologia associada 

ao granuloma são principalmente mediadas pela produção aumentada das citocinas do tipo 

Th2 em relação àquelas do perfil Th1 (Cheever et al., 1994; Reiman et al., 2006). 

Camundongos deficientes na sinalização de IFN-  apresentam redução no tamanho do 

granuloma e parecem transitar para fase crônica mais rapidamente (Rezende  et al., 1997). 

Por outro lado, IFN-  têm mostrado uma forte atividade antifibrótica (Mukai et al., 2006). Em 

contrapartida, excessivos níveis de IFN-  podem causar grave patologia na 

esquistossomose (Hoffmann et al., 2000). 

A extrema polarização imune em direção a um perfil Th1 ou Th2 é prejudicial ou 

senão letal para o hospedeiro (Hoffmann et al., 2000; Stadecker et al., 2004; Wilson  et al., 

2007). No curso normal de infecção, células T CD4+ reguladoras (Treg) mantêm a 

homeostase imunológica controlando a magnitude da resposta imune a organismos 

invasores (Belkaid & Rouse, 2005). Tais células Treg endógenas têm sido chamadas de 

células Treg naturais. Além das Treg naturais (Foxp3+), existem as Treg indutíveis (Foxp3-) 

que respondem em paralelo com os mecanismos efetores e também controlam a magnitude 

da resposta imune (Wilson, et al., 2007). A nomenclatura corrente para células Treg inclui; 

células “Tr1” secretoras de IL-10, células Th3 secretoras de TGF-  e células CD4+ CD25+ 

Foxp3- (Shevach, 2002; Stassen et al., 2004). Moléculas de lisofosfatidilserina (Lyso-PS) 

extraídas de vermes de S. mansoni e, em menor extensão de ovos, podem induzir 

ativamente células Treg secretoras de IL-10 durante a infecção via sinalização TLR-2 em 

células dendríticas, sugerindo que células Treg podem ser diretamente induzidas por 

moléculas derivadas do parasita (Van Der Kleij et al., 2002). Apesar da clara identificação de 

células Treg durante a infecção, ainda não está claro o mecanismo pelo qual as células Treg 
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controlam a imunopatologia. A citocina IL-10 tem um papel regulador durante a infecção por 

S. mansoni e regula de forma crítica a patologia no tecido hepático (Wynn et al., 1998; 

Hoffmann et al., 2000). Neutralização de IL-10 aumenta a produção de IFN-  específico anti-

SWAP em culturas de células de pacientes que são cronicamente infectados pelo S. 

mansoni (Araújo et al., 1996; Araújo & Ferreira, 1997). Recentemente, foi demonstrado que 

IL-10 produzida por células T reguladoras e células Th2 coopera para suprimir o 

desenvolvimento de resposta Th1 na esquistossomose experimental (Hesse et al., 2004; 

Mckee & Pearce, 2004). Um possível mecanismo para a supressão é a inibição por IL-10 da 

expressão de molécula co-estimulatória B7 induzida por antígeno do parasita (Flores-

Villanueva et al., 1996; King et al., 1996). Mckee & Pearce (2004) relataram que IL-10 

secretada por células CD4+ CD25+ e CD4+ CD25- é importante para o controle da produção 

de IL-12 por células dendríticas e para a geração da resposta Th1 durante a infecção, 

ajudando a modificar o perfil de resposta imune para o tipo Th2. A fonte de IL-10 necessária 

para a polarização da resposta Th2 induzida por antígeno de ovo é alvo de considerável 

interesse atual. Trabalhos anteriores sugerem que células Th2 ou macrófagos produzam IL-

10 (Sher et al., 1991; Wynn et al., 1998). Trabalhos recentes suportam esta visão e, além 

disso, eles destacam a importância de células T reguladoras CD4+ CD25+ como fonte de IL-

10, as quais podem suprimir a produção de IL-2 e o desenvolvimento da resposta Th1 e 

assegurar a polarização para Th2 durante a esquistossomose (Hesse et al., 2004; Mckee & 

Pearce, 2004). Os mecanismos precisos de supressão mediados por Treg, além da 

secreção de IL-10, durante a infecção por S. mansoni permanece a ser elucidado (Wilson et 

al., 2007). 

A recente descrição de um terceiro subtipo celular, Th17, e o seu envolvimento em 

uma variedade de doenças inflamatórias crônicas impulsionaram investigações acerca de 

seu papel na esquistossomose (Steinman, 2007). As células Th17 foram associadas ao 

desenvolvimento de patologia severa em camundongos polarizados para um perfil Th1 e 

camundongos CBA, os quais desenvolvem uma forte resposta inflamatória caracterizada por 
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elevados níveis de IFN- . Em seguida, foi demonstrado que a indução da patologia grave e a 

expressão de IL-17 em camundongos com a resposta imune polarizada para Th1 são 

dependentes da presença de IL-23, outra citocina característica do perfil Th17 (Rutitzky & 

Stadecker, 2006; Rutitzky et al., 2008). 

 

1.6 O papel do tegumento do Schistosoma na interação parasita-hospedeiro  

 

O tegumento é a cobertura externa das diferentes formas evolutivas do Schistosoma 

e está relacionado com as complexas interações parasita-hospedeiro. O tegumento está 

envolvido na nutrição, evasão imune e modulação, excreção, osmorregulação, recepção 

sensorial e transdução de sinais (Loukas et al., 2007). 

O tegumento do S. mansoni difere morfologicamente e antigenicamente entre os 

diversos estádios de vida do parasita. A cercária possui uma membrana externa trilaminada 

com uma capa de material granular difuso e fibroso presente em sua superfície. 

Mitocôndrias estão esparsamente distribuídas através do tegumento da cercária (Abath & 

Werkhauser, 1996). Aproximadamente três horas depois da penetração, a membrana 

externa trilaminada da cercária é substituída quase completamente por uma membrana 

heptalaminada. A nova membrana é formada aproximadamente 30 minutos após a 

penetração a partir de vesículas multilaminadas originadas nas células subtegumentares 

que se fundem com a membrana plasmática do tegumento, liberando seu conteúdo sobre a 

superfície da membrana (Abath & Werkhauser, 1996). O tegumento do esquistossômulo 

sofre algumas modificações após a transformação, mas assemelha-se ao tegumento do 

verme adulto. 

O tegumento do Schistosoma consiste em um sincício (não possui membranas 

laterais) citoplasmático (Mclaren & Hockley, 1977). Esse tecido está ligado na sua superfície 

basal por uma membrana plasmática convencional invaginada e possui em sua superfície 

apical uma aparência heptalaminada pouco usual. Esta última estrutura foi interpretada 
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como sendo uma membrana plasmática normal, sobreposta por uma bicamada secretada 

denominada membranocálice, por analogia com o glicocálice das células eucariotas (Wilson  

& Barnes, 1977). A matriz sincicial localizada abaixo do tegumento contém mitocôndrias e 

uma variedade de inclusões citoplasmáticas. Uma lâmina basal separa o sincício da camada 

muscular. Corpos celulares nucleados (cítons) estão situados abaixo das camadas 

musculares, conectados ao tegumento por canais citoplasmáticos alinhados por 

microtúbulos. A maquinaria de síntese protéica, constituída por ribossomos, retículo 

endoplasmático e pelo complexo de Golgi, está situada nos corpos celulares. Duas formas 

de inclusões de secreção, corpos discóides e vesículas multilaminadas, são produzidos nos 

corpos celulares e se direcionam ao tegumento através das conexões citoplasmáticas 

(Wilson & Barnes, 1974). 

O tegumento do Schistosoma desempenha um importante papel na sobrevivência 

dos vermes adultos no hospedeiro definitivo. Os vermes adultos co-evoluiram com seu 

hospedeiro mamífero de tal maneira que são capazes de sobreviver por até 40 anos nos 

vasos sanguíneos dos hospedeiros definitivos imunocompetentes (Harris et al., 1984). A 

relação altamente adaptada entre o Schistosoma e seu hospedeiro parece envolver a 

exploração de sinais imunes e endócrinos do hospedeiro, além da captação de nutrientes, a 

fim de garantir o estabelecimento, crescimento e reprodução do verme (Escobedo et al., 

2005). Uma característica importante desses vermes é a presença de mecanismos de 

evasão da resposta imune inata e da resposta imune adaptativa, a fim de proporcionar uma 

infecção crônica (Kusel et al., 2007). 

 Vários mecanismos de evasão imune estão intimamente relacionados com o 

tegumento, incluindo “disfarce” molecular (aquisição de proteínas séricas do hospedeiro na 

superfície do parasita), “imitação” antigênica (produção de antígenos apropriados com 

epítopos similares ou idênticos aos do hospedeiro), degradação proteolítica das proteínas 

de ataque do hospedeiro, propriedades de rigidez biofísica da membrana e uma rápida 

renovação do tegumento (Abath & Werkhauser, 1996; Han et al., 2009) (Figura 5). Embora 
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muitos desses mecanismos tenham como objetivo o escape da resposta imune do 

hospedeiro, paradoxalmente, muitos antígenos alvos da resposta imune contra o 

Schistosoma estão localizados no tegumento (Smithers et al., 1989).  

 A identificação e a caracterização de proteínas associadas ao tegumento são 

essenciais para o entendimento da função dessa estrutura. Proteínas com diversas funções 

estão presentes no tegumento, incluindo transportadores de açúcares e aminoácidos, 

enzimas, proteínas do citoesqueleto e receptores (Braschi et al., 2006). Entretanto, trabalhos 

realizados há mais de 20 anos, bem como os atuais, têm como foco principal a busca por 

moléculas que possam ser alvos da resposta imune protetora ou serem relevantes para o 

diagnóstico da esquistossomose (Xavier et al., 1998). Nesse contexto, já foi demonstrado 

que o isolamento de membranas do tegumento dos vermes adultos e seu uso na vacinação 

de camundongos foram capazes de induzir proteção em modelo murino, após exposição à 

cercária irradiada, demonstrando que essas membranas contêm antígenos protetores 

(Smithers et al., 1989). Além disso, anticorpos provenientes de camundongos vacinados 

com membranas tegumentares dos vermes adultos reconhecem antígenos da superfície do 

esquistossômulo jovem, demonstrando que existem proteínas que são conservadas entre 

estas duas fases do ciclo de vida do parasita (Simpson, 1990). Em parasitas em cultura, 

essas proteínas são liberadas de sua superfície em vesículas associadas a membranas 

(Simpson et al., 1984; Pearce & Sher, 1989). De forma interessante, essas moléculas estão 

ligadas à superfície do esquistossômulo via âncoras de GPI (glicosilfosfatidil inositol) e são 

liberadas da superfície do parasita por tratamento com enzimas específicas para GPI. 

Os recentes avanços no estudo da biologia molecular permitiram uma melhor 

caracterização do genoma, transcriptoma e proteoma do S. mansoni. Dessa forma, tornou-

se possível realizar um inventário mais completo dos constituintes protéicos do tegumento e 

de sua superfície (Braschi et al., 2006). Nesse aspecto, vários antígenos tegumentares já 

foram descritos, incluindo a P24, SmAQP e Sm200, além da Sm29 e da Sm-STP2 (Zouain 

et al., 2000; Tran et al., 2006; Cardoso et al., 2008; Faghiri & Skelly, 2009). Tanto a P24 
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quanto Sm29 e Sm-TSP2 foram capazes de induzir proteção em modelo murino. Assim, em 

conjunto, esses estudos reforçam a idéia de que o tegumento do verme adulto constitui um 

importante alvo para a resposta imune e que o estudo de novas proteínas da superfície do 

parasita pode contribuir enormemente na descoberta de novos antígenos à vacina anti-

esquistossomótica. 
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Figura 5: Esquema do tegumento do Schistosoma e modelo hipotético de algumas das 

estratégias de evasão da resposta imune do hospedeiro. A superfície do verme adulto é renovada 

continuamente através de vesículas abundantes denominadas corpos mebranosos (MB) e corpos 

discóides (DB), que são sintetizados em corpos celulares nucleados (cítons) e transportados para a 

superfície (Modificado de Han et al., 2009). 

 

1.7 Estratégias de controle da esquistossomose: o desenvolvimento de vacinas  

 

Atualmente, a droga de escolha para o tratamento de infecções causadas por S. 

mansoni é o praziquantel (Katz, 2008). Vários mecanismos de ação foram atribuídos a esse 

quimioterápico. Acredita-se que o praziquantel promova a ruptura do tegumento do verme, 

com conseqüente exposição de antígenos ao ataque do sistema imune do hospedeiro 

(Ribeiro et al., 2004). Também foi observado que o praziquantel é capaz de depletar os 
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estoques de glutationa do verme adulto (Ribeiro et al., 1998), ou até mesmo interromper o 

funcionamento do sistema excretor desse parasita (Kusel et al., 2006). Outro mecanismo 

proposto é a inibição de canais de cálcio, entretanto essa ação ainda não foi totalmente 

comprovada (Greenberg, 2005).  

Embora o tratamento quimioterápico tenha se mostrado eficiente em reduzir a 

intensidade da infecção por S. mansoni durante o tratamento em massa das populações 

atingidas (Coura & Amaral, 2004), essa ação realizada de forma isolada, ainda é insuficiente 

no combate a possíveis reinfecções e aos danos provocados pela exacerbação da resposta 

imune na inflamação granulomatosa. Além disso, relatos de cepas de S. mansoni 

resistentes ao praziquantel reforçam a necessidade de se buscar novas estratégias de 

controle, tratamento e de prevenção da esquistossomose. Portanto, há um consenso entre 

os órgãos mundiais de saúde de que se faz necessário o desenvolvimento de uma vacina 

anti-esquistossomótica (Ismail et al., 1999; Kusel & Hagan, 1999). Acredita-se que a 

produção de uma vacina protetora, ou mesmo imunomoduladora da resposta 

granulomatosa, seja uma meta possível de ser alcançada, tendo em vista os casos descritos 

de resistência natural à infecção e reinfecção, além dos bons resultados obtidos em modelo 

experimental de vacinação com cercárias irradiadas (Minard et al., 1978; Stek et al., 1981; 

Corrêa-Oliveira et al., 2000; Walter et al., 2006; Mcmanus & Loukas, 2008).  

Para o desenvolvimento de vacinas é essencial a identificação de antígenos que sejam 

capazes de induzir resposta imune específica, gerando células de memória. O avanço das 

técnicas utilizadas em imunologia e em biologia molecular, associado aos novos 

conhecimentos do genoma do S. mansoni, têm contribuído para a identificação de novas 

moléculas com potencial para serem candidatas à vacina (Oliveira et al., 2008). O estudo de 

novos antígenos vacinais visa obter não somente moléculas capazes de induzir uma 

imunidade protetora nas diferentes fases da infecção, mas também de reduzir a morbidade 

através da diminuição do número de vermes, da supressão da produção de ovos ou da 

modulação da inflamação granulomatosa.  
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Diversas estratégias de vacinação vêm sendo utilizadas sendo que cada uma delas 

apresenta suas vantagens e desvantagens. Atualmente, têm se utilizado três tipos de 

antígenos na produção de vacinas: proteínas recombinantes, DNA e peptídeos sintéticos. O 

uso de proteínas recombinantes tem como vantagens a sua obtenção em elevadas 

concentrações e por apresentarem caráter imunogênico. Entretanto, dependendo do 

sistema utilizado para a purificação das proteínas recombinantes, pode ocorrer a perda de 

alguns epítopos conformacionais das estruturas protéicas (Dalton et al., 2003). De forma 

comparativa, as vacinas de DNA apresentam uma produção em larga escala mais 

simplificada e de baixo custo, além da vantagem das moléculas de DNA serem estáveis a 

temperatura ambiente, o que facilita o seu transporte e armazenamento. Entretanto, as 

vacinas de DNA geralmente apresentam capacidade imunogênica diminuída quando 

comparadas às proteínas que elas codificam (Katz, 1999; Pacífico et al., 2006). Outro 

questionamento envolvendo o uso das vacinas de DNA se refere à segurança das 

construções gênicas a serem utilizadas nas preparações vacinais (Glenting & Wessels, 

2005). Já a produção de vacinas de peptídeos é baseada na identificação e síntese química 

de epítopos imunodominantes de antígenos vacinais previamente caracterizados e capazes 

de induzir resposta imune específica (Naz & Dabir, 2007). Peptídeos sintéticos apresentam 

benefícios como a imunização de animais com uma estrutura mínima, consistindo de um 

antígeno bem definido que pode ser completamente caracterizado quanto à antigenicidade e 

imunogenicidade. A seleção de epítopos diminui a probabilidade de se utilizar sequências 

que sabidamente ativam mecanismos imunossupressores ou que ativam mecanismos de 

autoimunidade. Entretanto, a utilização de peptídeos tão bem definidos pode levar ao 

problema de baixa imunogenicidade quando comparado com o grande número de epítopos 

inclusos em um antígeno protéico ou em um patógeno atenuado, geralmente utilizados nas 

vacinas convencionais (Purcell et al., 2007). Apesar de todas as possibilidades descritas 

atualmente para a produção de vacinas, nenhum antígeno ou preparação antigênica obteve 



Introdução 

 

27 

níveis de proteção tão satisfatórios quanto aqueles alcançados pela vacinação utilizando 

cercárias atenuadas na esquistossomose experimental.  

Há pouco mais de uma década, a Organização Mundial de Saúde, através do 

Programa Especial para Pesquisa e Treinamento em Doenças Tropicais incluiu os antígenos 

rlrV-5, GST 28kDa, TPI, paramiosina/Sm97,Sm23 e Sm14 nos programas de 

desenvolvimento de vacina contra esquistossomose (Bergquist, 1995). Porém, esses 

antígenos testados apresentaram níveis de proteção insuficientes durantes os ensaios pré-

clínicos (Oliveira et al., 2008).  

Uma alternativa empregada na produção de vacinas é a combinação de antígenos com 

capacidade protetora em uma formulação multi-antigênica (Romeih et al., 2008). Dessa 

maneira, uma única preparação vacinal pode conter antígenos presentes em vários estádios 

de desenvolvimento do parasita e apresentar um amplo espectro de ação. Essa estratégia 

tem como objetivo a obtenção de níveis de proteção mais eficazes que aqueles obtidos 

individualmente pelos seus componentes antigênicos. 

O fracionamento de extratos derivados de diversas formas evolutivas de S. mansoni 

também tem sido uma alternativa na busca de novos antígenos vacinais na 

esquistossomose (Hirsch & Goes, 1996; Zouain et al., 2000; Teixeira De Melo et al., 2010). 

Muitas frações protéicas derivadas de vermes adultos e esquistossômulos possuem 

atividade protetora e a caracterização de seus componentes se torna cada vez mais 

relevante para se produzir uma vacina anti-esquistossomótica. 

 

1.8 Identificação de epítopos representativos de proteínas de interesse  

 

Inúmeros trabalhos vêm sugerindo a utilização de peptídeos sintéticos que possam 

representar a atividade, função, imunogenicidade e proteção conferida pela proteína da qual 

eles são constituintes. Dentre as aplicações descritas para os peptídeos sintéticos estão: a 

utilização como inibidores de doenças alérgicas (Kinyanjui & Fixman, 2008), no 
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desenvolvimento de biomateriais (Cen et al., 2008) e de fármacos (Romani et al., 2008), no 

tratamento de doenças auto-imunes (Oshima et al., 2007; Sela et al., 2009), na utilização 

como adjuvantes (Moyle & Toth, 2008), no tratamento de distúrbios da coagulação 

(Castaman, 2008), como agentes antimicrobianos (Mátyus et al., 2007), no tratamento de 

doenças reumáticas (Kessenbrock et al., 2007), como ferramenta em diversos estudos da 

biologia (Berger & Alkhatib, 2007; Johnson et al., 2007; Clérico et al., 2008), em biologia 

sintética (Bromley et al., 2008) e até mesmo em estudos de diferenciação e renovação de 

células tronco (Schugar et al., 2007).  

Uma importante aplicação dos peptídeos sintéticos, que tem sido demonstrada em 

diversos trabalhos, é a produção de anti-soros e vacinas (Coligan et al., 2001; Grant, 2001; 

Carter, 2003; Belshe et al., 2011). Para uma vacina ser efetiva, ela precisa desencadear 

tanto a resposta humoral quanto a resposta celular. Por isso, é de fundamental importância 

o mapeamento de epítopos para a escolha de peptídeos com potencial vacinal (De Groot, 

2006). 

 Os epítopos são definidos como peptídeos derivados de um antígeno protéico que 

interagem com receptores de células B (imunoglobulinas) ou com receptores de células T, 

resultando na ativação de uma resposta imune (De Groot, 2006). 

A primeira resolução cristalográfica de raio-X de um complexo antígeno-anticorpo 

mostrou que um epítopo é composto de aproximadamente 10 a 20 aminoácidos (Amit et al., 

1985), sendo que somente 4 a 5 resíduos de aminoácidos estão implicados na energia de 

ligação e determinam sua especificidade, enquanto os outros resíduos podem ser 

substituídos por outros e desempenham o papel de espaçadores (Geysen et al., 1988). 

Vários métodos de localização sistemática de epítopos vêm sendo desenvolvidos e 

empregados. Atualmente, esses métodos englobam diferentes domínios do conhecimento 

como a biofísica, a bioquímica, a biologia molecular e até mesmo a síntese química (Meloen 

et al., 2000). Entretanto, a localização experimental destes epítopos é ainda hoje um 

processo complexo. A utilização de peptídeos representativos de antígenos protéicos, 
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combinada à análise através de ferramentas de bioinformática, é uma alternativa 

interessante e promissora. 

Toda superfície acessível de uma proteína é tida como potencialmente antigênica. 

Portanto, as proteínas são formadas de um mosaico de epítopos virtuais. É uma tarefa difícil 

estimar o número de epítopos que uma proteína apresenta, pois esse número depende da 

existência de anticorpos contra várias regiões da proteína. A diversidade de epítopos 

reconhecidos em um mesmo antígeno ao longo da resposta imunológica é um fator 

essencial para a eficácia da resposta do anticorpo que levará à neutralização ou à 

destruição do patógeno (Revillard et al., 1998). 

Os epítopos podem ser segmentos contínuos na sequência primária da proteína, os 

chamados epítopos lineares, ou serem compostos por uma região na superfície 

tridimensional da proteína, os chamados epítopos conformacionais. 

O epítopo de linfócitos B é definido como uma discreta região na superfície do antígeno 

que se liga à região variável de um anticorpo. A região de ligação do anticorpo é composta 

por três domínios hipervariáveis que podem variar na sequência e no tamanho de tal forma 

que anticorpos gerados por uma célula apresentam uma única interface (Blythe & Flower, 

2005). Apesar da extrema variabilidade desta região, o sítio de ligação do anticorpo é mais 

hidrofóbico que a maioria da superfície das proteínas com uma predileção por resíduos de 

tirosina. 

Os principais métodos de identificação de epítopos são: métodos imunoquímicos, como 

o método de Spot, estudos de cristalografia de raio-X e métodos de predição computacional. 

A técnica de Spot é uma metodologia moderna que tem sido utilizada no estudo de 

mapeamento de epítopos (Laune et al., 2002; Mendes et al., 2004). Esta técnica baseia-se 

na verificação da reatividade de anticorpos mono ou policlonais frente a peptídeos 

sintetizados sobre uma membrana de celulose (Frank, 2002) de forma a percorrer a 

sequência completa da proteína ou parte dela. 
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Os peptídeos localizados pela técnica de Spot podem ser sintetizados e empregados 

como ferramenta em imunizações (Magalhães et al., 2011), imunodiagnósticos (Ferrer et al., 

2011), estudo de interações proteína-receptor (Zhang et al., 2011) ou antígeno-anticorpo 

(Katagiri et al., 2011). O peptídeo solúvel é obtido através da síntese sobre resina sólida, 

cujos aminoácidos utilizados estão com grupamento amino protegido pelo grupo Fmoc 

(fluorenil metil oxicarbonila). Durante a síntese do peptídeo, ocorre a liberação da porção N-

terminal do Fmoc pela ação da piperidina, enquanto o aminoácido seguinte tem sua 

carboxila ativada pela ação de DIPC (diisopropilcarbodiimida) e HOBT (hidroxibenzotriazol) 

para que ocorra a formação da ligação peptídica (Albericio & Carpino, 1997). 

Aliados à técnica de Spot síntese, os métodos preditivos por meio da bioinformática 

vêm se desenvolvendo ao longo dos últimos 25 anos. Atualmente, mais de 31 programas/ 

algoritmos estão disponíveis para tais análises. A maioria destes baseia-se em parâmetros 

como: acessibilidade, hidrofobicidade ou hidrofilicidade, antigenicidade, flexibilidade e tipos 

de estruturas secundárias (El-Manzalawy & Honavar, 2010). Todas as técnicas citadas 

acima são importantes ferramentas no estudo de proteínas previamente conhecidas por 

suas propriedades protetoras e visam a identificação de epítopos que podem ser úteis no 

desenvolvimento de novas vacinas. 

  

1.9 A fração PIII e seus componentes: atividade protetora e imunomoduladora na 

esquistossomose experimental 

 

Inúmeros estudos têm demonstrado que antígenos secretados e/ou expostos na 

superfície do verme adulto podem influenciar na resposta inflamatória gerada ao redor dos 

ovos durante a formação do granuloma. Esses componentes antigênicos já foram 

associados tanto à exacerbação da patologia (Ellner et al., 1981) quanto ao controle do 

tamanho do granuloma (Boulanger et al., 1981). 
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A caracterização do extrato solúvel de verme adulto de S. mansoni (SWAP) através 

do fracionamento em sistema de FPLC possibilitou o isolamento de seis frações 

dependentes da concentração de NaCl que foram enumeradas de I a VI e submetidas a 

ensaios imunológicos para se avaliar a imunogenicidade de cada uma delas (Hirsch & Goes, 

1996).  

Em ensaios de imunização de camundongos com as frações de SWAP, o grupo 

imunizado com a fração PIII apresentou uma maior redução no número de vermes 

recuperados do sistema porta-hepático em relação aos grupos imunizados com as demais 

frações de SWAP. Além disso, PIII inibiu a resposta granulomatosa no pulmão e no fígado, 

reduzindo o número e tamanho de granulomas nesses órgãos (Hirsch et al., 1997). Esses 

resultados reforçaram a idéia de que antígenos de SWAP, da mesma forma que os 

antígenos de ovo, poderiam estar envolvidos na resposta granulomatosa e também na 

modulação dos granulomas durante a esquistossomose mansônica.  

A fim de esclarecer os mecanismos envolvidos na imunomodulação por PIII, Oliveira 

e colaboradores (1998) demonstraram que a imunização com esse antígeno é capaz de 

aumentar significativamente a produção de óxido nítrico (NO) pelas células do baço de 

camundongos imunizados, sugerindo um papel para essa molécula induzida por PIII. Além 

disso, PIII ativava um aumento na secreção de IL-10, mas não de IL-2 e INF-  (Oliveira et 

al., 1999). 

Outra abordagem utilizada para avaliar o papel imunomodulador de PIII se baseou na 

vacinação de camundongos através de injeção intravenosa de macrófagos peritoniais e 

esplênicos previamente cultivados em meio contendo PIII (Gustavson et al., 2002). Foram 

evidenciados granulomas significativamente menores no grupo de animais imunizados com 

macrófagos – PIII em comparação com aqueles que receberam SWAP, SEA ou BSA. A 

mesma resposta imunomoduladora de PIII foi verificada em ensaios de granuloma in vitro. 

Com o objetivo de caracterizar os componentes de PIII, foi realizada a separação 

eletroforética seguida de ensaio de “western blot”. Através da reação de soros de coelhos 
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imunizados com PIII, foi possível visualizar o reconhecimento de bandas eletroforéticas de 

pesos moleculares variados (24, 35, 44 e 97 kDa) referentes aos componentes de PIII, 

denominados, respectivamente, de P24, P35, P44 e P97. Os antígenos P24 e P35 foram 

utilizados na imunização de camundongos BALB/c e induziram uma diminuição no tamanho 

do granuloma hepático após a infecção desafio (Gustavson et al., 1998).  

A caracterização molecular de alguns componentes de PIII foi estabelecida por 

Makarova e colaboradores (2003) através da construção de uma biblioteca de cDNA de 

verme adulto e a seleção dos preditos clones foi realizada utilizando soro de coelho anti-PIII. 

Os clones positivos foram sequenciados e as sequências obtidas foram comparadas 

àquelas já depositadas em banco de dados GenBanK (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Três 

proteínas foram identificadas: as proteínas Sm 21.7, frutose 1,6-bifosfato aldolase (1,6-

FBPA) e Sm 22.3. Através de análises de “western blot” utilizando soros de coelho anti-P24 

e anti-P44, evidenciou-se o reconhecimento específico das bandas referentes à Sm 22.3 e à 

1,6-FBPA, respectivamente, o que permitiu a caracterização das proteínas P24 e P44 

recombinantes (Makarova et al., 2003; Marques et al., 2008). De maneira semelhante, a 

proteína recombinante (r)P22, outro componente da fração PIII, foi identificada como sendo 

a proteína Sm21.7. Dentre essas três proteínas já caracterizadas, somente rP22 e rP44 

apresentaram boas taxas de expressão em sistemas procariotos, e, por isso, foram 

escolhidas como objetos de estudo deste trabalho. 

 

1.10 As proteínas rP22 e rP44 recombinantes de S. mansoni  

 

O interesse crescente em identificar e caracterizar novos alvos para fármacos com 

ação anti-esquistossomótica ou novos componentes vacinais contra a esquistossomose tem 

motivado o estudo de novas proteínas de S. mansoni. 

A proteína P44 de S. mansoni foi primeiramente identificada por El-Dabaa 

colaboradores (1998) como sendo um componente da família das proteínas frutose 1,6-
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bifosfato aldolases (1,6-FBA), enzimas importantes da via glicolítica. As enzimas dessa 

família de proteínas catalisam a transformação de frutose 1,6-bifosfato em gliceraldeído 3-

fosfato e diidroxicetona-fosfato e são amplamente encontradas na natureza.  

A proteína P44 é encontrada nas formas evolutivas do verme adulto, cercária, 

esquistossômulo de 5 e 25 dias e ovos de S. mansoni. Além disso, essa proteína já foi 

caracterizada como um componente do tegumento de vermes adultos de S. mansoni e está 

associada a porções do tegumento semelhantes a estruturas de cavéolas, conhecidas como 

complexos insolúveis a detergentes (do inglês, “detergent insoluble complexes” - DIC) (El-

Dabaa et al., 1998; Racoosin et al., 1999). 

Apesar da estrutura terciária da proteína P44 de S. mansoni ainda não ter sido 

descrita, várias proteínas da família das frutose 1,6-bifosfato aldolases já possuem sua 

estrutura tridimensional resolvida, o que pode auxiliar estudos de similaridade entre 

proteínas da mesma família. A estrutura mínima de uma cadeia da frutose 1,6-FBA 

apresenta motivos conservados de ligação ao fosfato e uma estrutura de TIM barril que 

contém resíduos de aminoácidos formando o domínio catalítico da enzima (Figura 6). 

Em 2008, Marques e colaboradores testaram a proteína P44 recombinante em 

animais experimentais como antígeno vacinal na esquistossomose. A imunização com esse 

antígeno promoveu uma redução de 57% do número de vermes recuperados do sistema 

porta-hepático, além de reduzir em 50% o tamanho dos granulomas no fígado de 

camundongos imunizados. 
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Figura 6: Representação da estrutura tridimensional da cadeia da frutose bifosfato aldolase C 

humana. Folhas  (em vermelho) formam a estrutura de TIM barril onde estão localizados os 

resíduos de aminoácidos que formam o domínio catalítico da enzima (em amarelo). Código PDB: 

1XFB (http://www.rcsb.org/). 

 

A proteína P22 é um constituinte de PIII, uma fração do SWAP, produzida em nosso 

laboratório e já conhecida apresentar atividade protetora e imunomoduladora na 

esquistossomose experimental (Hirsch & Goes, 1996). A capacidade protetora, assim como 

a caracterização bioquímica e imunológica da rP22 ainda não foram descritas. Portanto, o 

estudo de suas propriedades pode contribuir para a descoberta de novos antígenos 

protetores potencialmente úteis no desenvolvimento de uma vacina anti-esquistossomótica. 
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A vacinação vem sendo uma das estratégias de escolha para erradicar as infecções 

helmínticas, inclusive aquelas causadas pelo Schistosoma mansoni. Embora a quimioterapia 

promova uma pausa temporária da infecção, a reversão para altos níveis de infecção entre 

os indivíduos e as comunidades geralmente ocorre na ausência de um tratamento contínuo. 

A vacinação é considerada preferível a uma intervenção quimioterápica preventiva de longa 

duração. O controle dos hospedeiros intermediários tem se mostrado extremamente difícil, 

sendo que sua erradicação requer novas estratégias. Melhorias nas condições sócio-

econômicas em habitação e saneamento básico não têm se materializado na maioria dos 

países atingidos, tendo como conseqüência a manutenção dos altos índices de infecções 

helmínticas. A vacinação, portanto, oferece a perspectiva de um processo simples para 

interromper a transmissão e evitar as doenças parasitárias (Bethony et al., 2011).  

Os requisitos ideais de uma vacina anti-esquistossomótica não estão relacionados 

somente à capacidade de redução do número e a fertilidade de vermes adultos de S. 

mansoni, mas também à capacidade de redução da morbidade associada à 

esquistossomose, através da regulação da resposta granulomatosa aos ovos que 

permanecem retidos nos tecidos hepático e intestinal do hospedeiro (Bergquist, 2004).  

Uma das alternativas utilizadas para o desenvolvimento de uma vacina anti-

esquistossomótica é a clonagem dos genes codificadores de proteínas de Schistosoma que 

apresentaram altos índices de proteção em ensaios de imunização na esquistossomose 

experimental. Muitos antígenos recombinantes já foram testados e apresentaram taxas de 

proteção imunitária de aproximadamente 50%. Embora os índices de proteção obtidos até o 

momento não sejam satisfatórios, acredita-se que mesmo a redução parcial da carga 

parasitária poderia contribuir consideravelmente para a redução da morbidade e limitar a 

transmissão da doença (Capron et al., 2002). 

Levando-se em consideração os resultados promissores obtidos em ensaios de 

proteção e na imunomodulação da reposta granulomatosa in vivo e in vitro com PIII e com 

alguns de seus componentes, a produção e caracterização da resposta imunológica gerada 
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pela imunização individual ou combinada com as proteínas recombinantes P22 e P44 de S. 

mansoni, ambas constituintes de PIII, pode ser uma interessante alternativa na construção 

de uma vacina. Outra abordagem complementar ao estudo das proteínas rP22 e rP44 como 

antígenos vacinais é a investigação dos epítopos lineares de linfócitos B presentes na 

estrutura da rP22 e rP44 e que são predominantemente reconhecidos por soros de animais 

imunizados e por soros de pacientes esquistossomóticos, o que poderia auxiliar no 

entendimento dos mecanismos envolvidos na imunorregulação promovida por PIII, na 

identificação da contribuição individual de cada proteína da preparação multi-antigênica no 

processo de proteção, além de determinar as diferenças de respostas geradas na utilização 

da preparação antigênica em relação ao uso de cada um dos antígenos isolados. 

Todo este trabalho visa desenvolver alternativas para o controle da 

esquistossomose mansônica, através da pesquisa de antígenos capazes de induzir resposta 

protetora e imunomoduladora da reação granulomatosa. 
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3.1 Objetivo Geral 

Caracterizar, bioquímica e imunologicamente, as proteínas recombinantes rP22 e rP44 de 

Schistosoma mansoni e avaliar o seu potencial papel protetor na esquistossomose 

experimental. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

 Clonar e expressar as sequências codificadoras das proteínas rP22 e rP44 de S. 

mansoni em sistema para expressão em procarioto. 

 Determinar o efeito protetor da vacinação com as proteínas rP22 e rP44, 

individualmente e associadas, na esquistossomose experimental. 

 Avaliar as respostas imunes humoral e celular para as proteínas rP22 e rP44 na 

esquistossomose experimental. 

 Caracterizar bioquimicamente a proteína rP22 através das análises de dicroísmo 

circular (CD) e espalhamento dinâmico da luz (DLS). 

 Localizar a proteína rP22 nos tecidos de algumas formas evolutivas de S. mansoni. 

 Predizer os epítopos lineares reconhecidos por linfócitos B nas estruturas da rP22 e 

rP44 e avaliar o reconhecimento dos epítopos pelo soro de animais imunizados com 

as proteínas recombinantes. 

 Analisar o reconhecimento de anticorpos de pacientes esquistossómoticos frente aos 

epítopos das proteínas rP22 e rP44. 

 
 
 



 

 

 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

IV – MATERIAIS E MÉTODOS 
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4.1 Amplificação das sequências gênicas das proteínas rP22 e da rP44  

 

As seqüências gênicas que codificam as proteínas rP22 e rP44 de S. mansoni foram 

amplificadas com iniciadores que contém regiões de recombinação necessárias ao uso do 

sistema escolhido, o sistema de clonagem “Gateway Technology” com Clonase II 

(“Invitrogen Life Technologies”, Carlsbad, EUA).  

O sistema de clonagem “Gateway” se baseia nas reações de recombinação do fago 

lambda para facilitar a transferência de seqüências de DNA heterólogas (flanqueadas por 

sítios de recombinação modificados, att) entre vetores (Hartley et al., 2000; Handbook, 

2004). Esse sistema foi desenvolvido para a expressão da proteína fusionada a uma porção 

N ou C-terminal capaz de se ligar a colunas de afinidade, como a cauda de histidinas (His). 

A fusão à cauda de histidinas permite a purificação relativamente fácil da proteína, utilizando 

cromatografia de afinidade.  

Além disso, os vetores compatíveis com esse sistema de clonagem e utilizados 

nesse trabalho contêm um gene letal, o gene ccdB entre os sítios de recombinação. Se a 

sequência gênica a ser clonada não se ligar ao plasmídeo, o gene ccdB permanece, e, uma 

vez que seu produto de expressão interfere no sistema de replicação bacteriano, a sua 

presença elimina aquelas bactérias que não contém o gene de interesse. Isso permite alta 

eficiência na seleção de clones positivos que contenham a seqüência clonada. O sistema 

Gateway é composto de duas reações de recombinação: BP e LR (Figura 7). 
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Figura 7: Esquema representando as reações de recombinação BP e LR e os vetores 

envolvidos. Adaptado do manual “Gateway Technology” with Clonase II (Handbook, 2004). 

 

As sequências gênicas da rP22 e rP44 identificadas previamente por Makarova 

(2003) foram utilizadas para o delineamento dos iniciadores específicos e foram 

amplificadas a partir do cDNA de verme adulto, através de PCR. Para a obtenção do cDNA, 

foi  realizada a extração de RNA total do verme adulto, utilizando Trizol (Invitrogen Life 

Technologies) e seguindo as orientações do fabricante. A concentração e a qualidade do 

RNA extraído foram avaliadas em espectrofotômetro a 260nm (Eppendorf Biophotometer). A 

qualidade do RNA obtido foi avaliada pela relação OD260/OD280 >1,6 e a concentração das 

amostras variou entre 3,4 a 3,65 mg/mL. A amostras de RNA foram utilizadas para a 

produção de cDNA com o Kit da Fermentas Life Sciences, RevertAidTM H “Minus First Strand 

cDNA Synthesis”, seguindo as recomendações do fabricante.  

Foi preparada uma reação de 50 μL utilizando 130 ng do cDNA como DNA molde, 10 

M de cada iniciador, 0,4u de Platinum Pfx DNA Polimerase (Invitrogen Life Technologies), 

50mM de MgSO4, 10mM da mistura de desoxinucleotídeos, e tampão de amplificação Pfx 

10X que é fornecido pelo fabricante. A reação foi submetida aos seguintes ciclos: 
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1. Ciclo inicial de desnaturação a 94 ˚C durante 3 minutos; 

2. 35 ciclos de desnaturação a 94 ˚C durante 30 segundos, anelamento a 52 ˚C durante 

45 segundos e extensão a 68˚C durante 1 minuto; 

3. Ciclo final de extensão a 68˚C durante 3 minutos. 

Os iniciadores utilizados para a amplificação foram: 

rP22 

Direto:  

5´GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGAAGGAGATAGAACCATGGATAGTCC

AATGGAAAAATTTATT  3´  

Tanelamento: 53 ˚C 

Reverso:  

5´ GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCGTTACTTGGTGTACGCCAAG  3´ 

T anelamento: 52 ˚C 

rP44 

Direto: 

5’GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGAAGGAGATAGAACCATGTCACGCTT

CCAACCTTAC 3’  

T anelamento: 52 ˚C 

Reverso: 

5’GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCATAAGCGTGATTAGCAACGAACAA 3’ 

T anelamento: 52 ˚C 

 

Os sítios attB, essenciais para a clonagem no sistema Gateway estão sublinhados. A 

seqüência “Shine Dalgarno”, que permite o reconhecimento da maquinaria de tradução da 

bactéria, está marcada em negrito.  

As sequências gênicas das proteínas rP22 e rP44 utilizadas na confecção dos 

primers estão representadas abaixo: 
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Sequência da nucleotídica da rP22 

ATGGATAGTCCAATGGAAAAATTTATTCAAACTTATTTAACTTTACTTCGTGATGGTGATGAAACTGTTGAAACA

AGTAAATTAAGTGAAAGTTGTAGAAAAGAAAAACTTGATATGAAACAAGTTAATGAGTGGATTGCTCTTTTCGAT

GTAGACAAAGATCAAAAAATCACTTTTGAAGAATTTTGTCGTGGTTTGGGATTGAAACAGAATGAAATGCGTATT

GAACGAAATCACATTAAAACTGTACAGTCAGGTAGAGAACAAAGCTTACCAGAAGGAGTAAGCATTATCGCTTCA

ACAATGCCAAAACCAAAACAAGTTGAAGTAACACAATTATTTAAAGATATATATAATGAAGTTAAAAAAGATCCT

GATATGAATAAAGTTGTAAAAACATTCAAAAGTGAATTAGAAAGACGTTATGGACGTGTATGGCAAGTGAATGCT

GTAACTCATTCATACTGGGCAAGTTTCTCACATGAACCATTCCAATCAATTCAATTTCAATATGACAATAAAATC

ATACTTGCTTGGCGTACACCAAGTAACTAG 

 

Sequência da nucleotídica da rP44 

ATGTCACGCTTCCAACCTTACCTAACTGAAGCTCAAGAGAATGACCTACGCCGAATTGCTCAAGCTATTTGTGCT

CCTGGCAAAGGAATTCTAGCAGCTGACGAAAGCACAGCCACAATGGGCAAAAGACTTCAACAGATCGGCGTTGAA

AATAACGAAGAAAATCGTCGTCTGTACCGCCAGCTACTTTTTAGTGCTGATCACAAGCTGGCCGAAAATATCTCT

GGAGTAATATTATTCGAAGAGACACTTCATCAAAAGTCAGACGATGGAAAGACTCTTCCAACTCTACTAGCTGAA

CGAAATATCATACCAGGAATAAAGGTTGATAAAGGTGTTGTTCCACTTGCAGGCACAGACAATGAGACAACAACT

CAGGGTCTTGATGATCTTGCTTCACGCTGTGCTGAATATTGGAGACTTGGATGCCGCTTCGCTAAGTGGCGTTGT

GTTTTGAAGATCTCTTCACACACACCCTCTTATCTAGCTATGCTCGAAAATGCTAATGTACTTGCACGTTACGCT

TCCATCTGTCAGCAGAATGGTTTGGTACCGATTGTTGAACCTGAGGTGCTTCCTGATGGTGATCATGATTTACTA

ACTGCTCAGAGAGTAACAGAACAAGTTTTGGCATTCGTGTACAAGGCTTTGGCCGACCATCATGTTTACTTAGAA

GGAACGCTTTTAAAACCCAATATGGTTACTGCTGGACAGGCCTGCAAAAAAGCTTACACACCACAAGAAAATGCT

TTGGCTACTGTGCGAGCTCTTCAGCGCACAGTCCCTCCAGCTGTTCCAGGTATCACATTCTTGTCCGGAGGTCAA

TCAGAATTGGACGCTACTAAAAATCTGAACGAAATCAACAAGATTCCGGGACCAAAGCCATGGGCACTCACTTTT

AGTTTTGGTCGTGCTCTGCAGGCTTCAGTCTTAGCCACATGGAAGGGAAAGAAAGAAAATGTTCATGCGGCTCAG

GAAGAGCTATTGAAATTGGCCAAAGCAAATGGCGCTGCTGCTGTTGGCAAATTTGAAGGAAATATGGGAACTACT

TTGGGAGACAAATCATTGTTCGTTGCTAATCACGCTTATTAA 
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4.2 Construção dos plasmídeos recombinantes pET-DEST42-rP22 e pET-DEST42-

rP44 

 

Os amplicons gerado para as sequências gênicas da rP22 e rP44 foram visualizados 

em gel de agarose 1%, corados com Syber Safe (Invitrogen Life Technologies) e purificados 

por precipitação com solução contendo 10% de PEG 8000 e 30 mM de MgCl2, fornecida pelo 

fabricante.  

Posteriormente, cada fragmento gênico foi clonado no plasmídeo pDONR 221 

(reação de recombinação BP). Para isso, foram utilizados 150 ng do produto de PCR 

contendo a região attB, 150 ng do vetor pDONR e tampão TE pH 8,0 para um volume final 

de 8 µL. Foram adicionados 2 µL da enzima de recombinação BP Clonase II e a reação foi 

incubada overnight a 25 ˚C. Em seguida, adicionou-se 1 µL da solução de proteinase K (2 

μg/μL), e a reação foi incubada a 37 ºC por 10 minutos para interromper o processo ligação. 

Todas as enzimas utilizadas foram fornecidas pelo fabricante (Invitrogen, Carlsbad, EUA). 

Bactérias Escherichia coli TOP10 eletrocompetentes foram transformadas com os 

plasmídeos pDONR-rP22 e pDONR-rP44. Em cada reação, 50 µL de bactérias E. coli 

TOP10 e 1 µL da reação de ligação BP contendo os plasmídeos recombinantes foram 

adicionados a uma cubeta apropriada e eletroporados a 1,8 V. Logo em seguida, foram 

adicionados 400 µL de meio LB líquido (peptona 1%, extrato de levedura 0,5% e NaCl 0,5%; 

pH 7,4) e a mistura foi deixada sob agitação por 1 hora a 37 ˚C para expressão do gene de 

resistência. Posteriormente, a mistura foi plaqueada em meio seletivo LB/ágar 1,5% com 50 

g/mL de kanamicina e deixada em estufa, a 37˚C por 16 horas. Os clones obtidos foram 

analisados através do PCR de colônia utilizando o programa apresentado no item 4.1 e os 

iniciadores específicos para as seqüências da rP22 e rP44. Ao término da reação de PCR, 

foi realizado ensaio eletroforético em gel de agarose 1% para visualizar a presença dos 

insertos referentes às sequências nucleotídicas de rP22 e rP44.  
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Os clones que continham o plasmídeo com o inserto de rP22 ou rP44 foram 

selecionados e cultivados por 16 horas em meio LB líquido com kanamicina na 

concentração de 50 g/mL para a amplificação em pequena escala dos clones contendo os 

plasmídeos recombinantes.  

Os clones bacterianos contendo o vetor pDONR-rP22 ou pDONR-rP44 foram 

cultivados a 37˚C durante 16 horas em 5 mL de meio LB líquido com kanamicina 50 µg/mL. 

O precipitado bacteriano obtido, após 10 minutos de centrifugação a 5000 rpm, a 

temperatura ambiente, foi lisado e os plasmídeos recombinantes purificados com a 

utilização do Kit Mini-prep QIAprep Spin miniprep 150 (Qiagen, Hilden, Alemanha) seguindo 

as recomendações do fabricante. 

A construção obtida a partir da extração plasmidial foi utilizada para fornecer a 

seqüência nucleotídica a ser ligada ao vetor de expressão através dessa nova reação de 

recombinação (LR). Para isso, foram utilizados 150ng do plasmídeo recombinante pDONR-

rP22 ou pDONR-rP44, 150 ng do vetor de destino pET-DEST42, cujo mapa encontra-se na 

Figura 8, tampão TE (Tris-EDTA) pH 8,0 para um volume final de 8µL e 2µL da enzima de 

recombinação LR Clonase II. Novamente, a reação foi incubada overnight a 25 ˚C. Em 

seguida, adicionou-se 1µL de proteinase K (2μg/μL) a 37˚C por 10 minutos de modo a 

interromper o processo de ligação. 

Os plasmídeos recombinantes obtidos através da ligação LR, foram inseridos em 

bactérias E. coli BL21 por meio de eletroporação. O antibiótico ampicilina foi utilizado na 

concentração de 100 µg/mL como marcador de seleção. Os clones positivos, que continham 

a seqüência codificadora de cada proteína (rP22 ou rP44), foram selecionados por PCR de 

colônias utilizando os iniciadores específicos. 
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Figura 8: Mapa molecular do plasmídeo pET-DEST42. Neste plasmídeo, observam-se os sítios de 

recombinação attR1 e attR2, o gene letal ccdB, o V5 epitopo e a cauda de histidinas C- terminal. 

 

4.3 Sequenciamento dos fragmentos inseridos nos vetores pET-DEST42-rP22 e pET-

DEST42-rP44 

Para as análises de seqüenciamento, foi realizada a extração plasmidial de um clone 

contendo o vetor pET-DEST42-rP22 e outro contendo o vetor pET-DEST42-rP44. Para isso, 

os clones bacterianos contendo os vetores de interesse foram cultivados a 37˚C durante 16 

horas em 5 mL de meio LB líquido com ampicilina 100 g/mL. O precipitado bacteriano 

obtido, após 10 minutos de centrifugação a 5000 rpm, a temperatura ambiente foi lisado e os 

plasmídeos recombinantes purificados com a utilização do kit Mini-prep QIAprep Spin 

miniprep 150 (Qiagen, Hilden, Alemanha) seguindo as recomendações do fabricante. Os 

sequenciamentos foram realizados pelo método didesoxiterminal (Sanger et al., 1977) no 

núcleo de análise do Genoma e Expressão Gênica (NAGE/ICB/UFMG) com o auxílio do 

DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Sequencing For MegaBACE DNA Analysis (Amersham 
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Biosciences, Buckinghamshire, Inglaterra) utilizando iniciadores T7 específicos para os 

plasmídeos: 

T7 direto: 

5’ TAATACGACTCACTATAGGG 3’    T anelamento: 48˚C 

T7 reverso: 

5’GCTAGTTATTGCTCAGCGG 3’    T anelamento: 51˚C 

Os dados das sequências dos clones da rP22 e rP44 foram exportados e editados no 

programa ClustalW2 – Multiple Sequences Alignment 

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). 

  

4.4 Eletroforese em gel de agarose 

 

Esse método é capaz de separar fragmentos de DNA através de sua migração 

diferencial na agarose. A localização do DNA é realizada diretamente através dos 

fluoróforos brometo de etídio e Syber safe (Invitrogen, Carlsbad, EUA) possível devido à 

afinidade desses componentes por seqüência de nucleotídeos. 

O gel constituiu-se de 1% de agarose dissolvida por aquecimento em tampão TAE 

1X (1,14 mL ácido acético glacial; 2 mL EDTA 0,5 M e 4,8 g/L Tris-base, pH 8,0). A esta 

solução adicionou-se brometo de etídio (0,3 μg/μL). Após a polimerização, as amostras 

foram aplicadas no gel. A corrida eletroforética foi realizada sob voltagem constante de 80V. 

A visualização das bandas foi realizada utilizando-se radiação ultravioleta.  

 

4.5 Mini-Expressão das proteínas rP22 e rP44  

 

Clones de bactérias E. coli BL21 contendo os plasmídeos recombinantes pET-

DEST42-rP22 e pET-DEST42-rP44 foram cultivados em 10 mL de meio LB líquido com 

ampicilina 100µg/mL, à 37 ˚C sob agitação de 150 rpm. 
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Após 16 horas, as culturas foram diluídas 1:10 em 10 mL de LB/ampicilina 100µg/mL 

sob agitação a 37 ˚C. Ao atingir a densidade ótica de 0,5 a 600nm (D.O.600) foram 

adicionados 10 µL de IPTG 1M (USB Corporation, Cleveland, EUA) para induzir a expressão 

das proteínas recombinantes.  

Alíquotas de 1 mL foram coletadas antes e após a indução (tempos 1 a 4 horas). 

Posteriormente, as alíquotas foram submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida 10% 

sob condições desnaturantes (SDS-PAGE). 

O restante das culturas obtido após 4 horas de indução (5 mL) foram centrifugados 

durante 10 minutos a 5.000 rpm à temperatura ambiente. O precipitado de bactérias foi 

lisado pela adição de 0,25% de lisozima em 1 mL de PBS 0,15 M pH 8,4 seguido de 3 ciclos 

de congelamento e descongelamento. Por fim, o meio foi submetido a 3 ciclos de 30 

segundos de sonicação e repouso (Ultrasonic processor, Sigma, St. Louis, EUA) à 30% de 

amplitude.  

Os extratos obtidos da mini-expressão foram centrifugados novamente a 10.000 rpm 

em centrífuga Sorvall RC5C rotor GSA durante 30 minutos, sendo o sobrenadante e o pellet 

submetidos à eletroforese SDS-PAGE 10 % para verificar a presença da proteína rP22 ou 

rP44 no pellet ou no sobrenadante. 

 

4.6 Eletroforese em gel de Poliacrilamida – “SDS-PAGE” 

 

 A análise eletroforética de proteínas foi realizada em géis de poliacrilamida com 

SDS, como descrita por Laemmli (1970), no sistema da Amersham Biosciences 

(Buckinghamshire, Inglaterra). As proteínas foram fervidas por 10 minutos em tampão da 

amostra (SDS 2%,  β-mercaptoetanol 2%, glicerol 10% e azul de bromofenol 0,002% em 

0,065 M Tris-HCl, pH 6,8) e separadas em gel contendo poliacrilamida (10%), bis-acrilamida 

(0,3%) e SDS (0,1%), em 0,375 M Tris-HCl, pH 8,8. O gel de concentração foi constituído de 

poliacrilamida (3%), bis-acrilamida (3%) e SDS (0,1%) em 0,125 M Tris-HCl pH 6,8. Os géis 
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de separação e concentração foram polimerizados na presença de persulfato de amônio 

(0,1%) e TEMED (1:2.000, v/v). A separação foi realizada em tampão constituído de glicina 

(0,192 M), SDS (0,1%) e Tris (0,25 M) pH 8,5 em uma voltagem constante de 90 V. Após a 

eletroforese, os géis foram corados pelo azul de Coomassie, ou então transferidos para 

membranas de nitrocelulose.  

Para visualizar as bandas de proteínas, o gel foi incubado por 2 horas em solução de 

metanol (15%), ácido acético (7%) e “Coomassie Brilliant Blue” R250 (0,5%). A seguir, a 

solução metanol 10% e ácido acético 5% foi utilizada para a remoção do excesso de 

corante. Os géis foram então fotografados. 

 

4.7 Eletrotransferência de proteínas – “Western blot” 

 

Segundo a técnica adaptada de (Towbin et al., 1979), após a corrida eletroforética 

das proteínas de interesse, o gel de poliacrilamida 10% foi colocado sobre uma membrana 

de nitrocelulose (BioAgency, São Paulo, Brasil), ambos embebidos em tampão 0,025 M de 

Tris, 0,192 M de glicina pH 8,5 e metanol 20%. O sistema foi colocado em uma cuba 

específica para eletrotransferência (BioRad, Hercules, EUA) sendo submetido à uma 

voltagem constante de 100 V durante 1 hora em banho de gelo. Após ser retirada do 

sistema, a membrana foi bloqueada por 1 hora em PBS 0,15 M contendo 1,6% de caseína.  

Após três lavagens com tampão PBS 0,05M, Tween 0,05%, a membrana foi 

incubada por 1 hora com o anticorpo específico Ig anti-histag de camundongo (GE Life 

Sciences, Buckinghamshire, Inglaterra) diluído 1:3.000 em PBS 0,15M contendo 0,25% 

caseína. Após mais um ciclo de três lavagens, foi adicionado anticorpo secundário anti-

imunoglobulina conjugado com peroxidase (Anti-mouse IgG – whole molecule – peroxidase 

conjugate, Sigma, St. Louis, EUA) na diluição de 1: 5.000 em PBS 0,15M contendo 0,25% 

caseína foi adicionado e incubado por 1 hora. Após mais um ciclo de lavagens, a membrana 

foi revelada em tampão contendo 3,3’aminobenzidina (DAB) 600 µg/mL, 10 µl/mL cloreto de 
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níquel e 1 µl/mL H2O2, diluídos em 20 mL de PBS 0,15 M. A reação foi interrompida com 

água deionizada e a membrana foi posteriormente fotografada. 

 

4.8 Expressão das proteínas recombinantes rP22 e rP44 

 

Os clones sequenciados de bactérias E. coli BL21 contendo o inserto correspondente 

da proteína foram selecionados e cultivados em 10 mL de meio líquido LB/ampicilina 100 

µg/mL à 37 ˚C sob agitação. Após 16 horas, cada cultura foi diluída 1:100 em 1 litro de 

LB/ampicilina 100 µg/L sob agitação de 150 rpm a 37ºC. Ao atingir a D.O.600 de 0,5, 1 mL de 

IPTG 1 M foi adicionado para induzir a expressão da proteína recombinante.  

Após 4 horas, o meio foi centrifugado durante 10 minutos a 5.000 rpm e o precipitado 

de bactérias expressando a proteína rP22 foi congelado e descongelado e posteriormente 

lisado com tampão de lise (1% sacarose, 1% Tween 20 e 1% glicerol em 50 mM Tris-HCl pH 

7,4). As células induzidas com IPTG foram sonicadas por 3 ciclos de 30 segundos 

intercalados por repouso de 30 segundos e o lisado celular foi centrifugado a 10.000 rpm por 

30 minutos em centrífuga Sorvall RC5C rotor GSA. O sobrenadante obtido foi estocado para 

ser utilizado nas etapas posteriores de purificação. 

Já o precipitado de bactérias expressando a rP44, após 4 horas, foi lisado em PBS 

0,15M pH 7,2 acrescido de fenilmetanosulfonilfluoreto (PMSF) (Sigma-Aldrich). As células 

induzidas com IPTG foram sonicadas por 5 ciclos de 30 segundos intercalados por repouso 

de 30 segundos e o lisado celular foi centrifugado a 10.000 rpm por 10 minutos. O 

precipitado obtido foi novamente ressuspendido em PBS 0,15M com PMSF e EDTA e o 

procedimento mencionado anteriormente foi repetido 4 vezes. Após esses ciclos o 

precipitado obtido foi ressuspendido em um tampão contendo 0,5M de NaCl, 30mM de 

imidazol e 0,9% de N-Laurilsarcosinato de sódio (Sigma-Aldrich) em 20mM de Na2HPO4 pH 

7,4. Esse material foi estocado para ser utilizado nas etapas posteriores de purificação.  
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4.9 Purificação das proteínas rP22 e rP44 em coluna His Trap HP 

 

Para a purificação das proteínas recombinantes por cromatografia de afinidade, cada 

material obtido 4.8 contendo imidazol, em uma concentração final de 30 mM, foi aplicado em 

coluna de níquel de 5 mL His Trap HP (GE Life Sciences, Buckinghamshire, Inglaterra) 

conectada a AKTa Prime (GE Healthcare Biosciences).  

Cada coluna foi previamente equilibrada com 25 mL de tampão de ligação contendo 

0,5M NaCl e 30 mM imidazol em 20 mM de fosfato de sódio pH 7,4. Após a aplicação da 

amostra, a coluna foi lavada com o mesmo tampão de ligação até que nenhuma leitura 

espectrofotométrica fosse observada a 280 nm. Após esse período, a proteína foi eluída 

com tampão de ligação contendo, além de solução contendo 20 mM de fosfato de sódio pH 

7,4, 0,5 M de NaCl e imidazol 0,5 M pH 7,4.  

As amostras recolhidas durante de cada eluição foram dialisadas em tampão fosfato 

de sódio 20mM e NaCl 20 mM, em pH 7,4 para amostras de rP22 e rP44 que seriam 

utilizadas posteriormente nos ensaios de imunização, e em pH 6,8 para a amostra de rP22 

que seria utilizada em ensaios de dicroísmo circular e espalhamento dinâmico da luz (DLS – 

“dynamic light scattering”). Para estes últimos ensaios foi realizada nova purificação da 

amostra de rP22 através de cromatografia de troca iônica em coluna Resource Q (GE 

Healthcare Biosciences). A coluna foi conectada ao Akta Prime e previamente equilibrada 

com tampão fosfato pH 6,8 e NaCl 20 mM. A amostra de rP22 previamente purificada foi 

adicionada à coluna e foi posteriormente eluída no tampão fosfato  20mM e NaCl 1M pH 6,8. 

 

4.10 Determinação da concentração de proteínas 

 

A determinação da concentração das proteínas em solução foi determinada pelo 

método de Bradford (Bradford, 1976). Esse método baseia-se na coloração diferencial de 

proteínas em concentrações variadas e leitura em espectrofotômetro. As amostras de 20 μl 
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em diferentes diluições foram distribuídas em duplicata em placas de 96 poços com adição 

de 180 μL de reagente de Bradford (0,1% Coomassie Brilliant Blue G-250 em solução 

aquosa contendo 5% etanol e 10% ácido fosfórico, filtrado em papel de filtro número 1). A 

leitura das amostras foi realizada em espectofotômetro (Elx800, Bio-Tek Instruments, Inc., 

Winooski, Vermont, EUA) no modo Absorvância 595nm, e os valores obtidos comparados 

com uma curva padrão de BSA 0,25 g; 0,5 g; 1,0 g e 1,5 g; conforme a fórmula: [ ] 

proteína = Abs x Fc x Fd x Cv, no qual: (Abs – média das leituras das amostras em 

duplicata; Fc – fator de conversão – concentração de proteína para cada ponto da curva de 

BSA; Fd – fator de diluição; Cv – fator de correção de volume para obter-se a concentração 

em g/mL. 

Outro método utilizado para dosagem das proteínas foi através da medida da 

absorvância a 280 nm. Como as proteínas já tiveram suas sequências primárias 

determinadas, o coeficiente de extinção molar de cada uma foi obtido no servidor ExPASy – 

ProtParam (http://www.expasy.ch/tools/protparam.html).  Com o uso da seguinte fórmula: A 

=  *  * c, onde A, é a absorvância a 280 nm; , o coeficiente de extinção molar; , o 

caminho óptico da cubeta em cm, e c, a concentração molar da proteína. Para a rP22,  = 

31065 M-1 cm-1 e para a rP44,  = 35785 M-1 cm-1. 

 

4.11 Espalhamento dinâmico da luz (DLS – dynamic light scattering) da proteína rP22 

 

As análises estruturais por espalhamento dinâmico da luz (DLS) foram realizadas no 

Laboratório Nacional de Luz Síncrotron (LNLS) em Campinas, São Paulo. 

A proteína rP22 após ser purificada e  dialisada em tampão fosfato de sódio 20 mM 

pH 6,8 e NaCl 20 mM foi submetida ao DLS e utilizada na concentração de 2,5 mg/mL. A 

amostra protéica foi centrifugada a 10.000 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente para 

retirar qualquer material suspenso. Um volume de 90 µL do sobrenadante de cada proteína 
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foi colocado em uma cubeta de quartzo de 3 mm de caminho óptico. A cubeta foi acoplada 

ao aparelho DynaPro (Wyatt Technology Corporation, Santa Barbara, CA, EUA) com 

temperatura controlada em 18 ˚C. Os dados coletados após 300 medidas foram analisados 

no programa Dynamics V6. O valor médio do raio da molécula foi expresso em nanômetros 

e seu peso molecular em kDa.  

 

4.12 Estudos de estrutura secundária da proteína rP22 por Dicroísmo circular (CD – 

circular dichroism) 

 

Para estudos de estrutura secundária, a proteína rP22 foi utilizada na concentração 

de 0,25 mg/mL em tampão fosfato de sódio 2 mM, pH 7,4 e NaCl 2 mM. Essas amostras 

foram centrifugadas a 13.000 rpm por 15 minutos à temperatura ambiente para retirar 

qualquer material suspenso. Um volume de 200 µL foi submetido ao dicroísmo circular.  

Os espectros de dicroísmo circular foram medidos com o espectropolarímetro Jasco 

810 (Jasco corporation, Tókio, Japão) com a temperatura variando de 20 a 80 °C em uma 

cubeta de quartzo com 0,1 cm de caminho óptico, entre 190 a 260 nm de comprimento de 

onda. Cada espectro corresponde à diferença entre a média das 10 varreduras realizadas 

para cada proteína e as 5 varreduras realizadas para o tampão em que elas estavam 

diluídas. 

Os parâmetros utilizados foram os seguintes: sensibilidade: standard (100 mdeg); 

início: 260 nm; fim: 190 nm; data pitch: 0,5 nm; modo de varredura: contínuo; velocidade de 

varredura de 50 nm/min; resposta de 4 s; raio de 1 nm e acumulação de 10 leituras. 
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4.13 ANIMAIS EXPERIMENTAIS 

 

4.13.1 Camundongos e coelhos 

 

Camundongos C57BL/6 fêmeas com 6 a 8 semanas de idade foram usados para 

infecção e obtenção das formas evolutivas do parasita (vermes adultos e ovos), bem como 

para os ensaios de proteção. Coelhos New Zealand com 8 semanas foram utilizados em 

ensaios de imunização para obtenção de soro imune à proteína rP22. Esses animais foram 

fornecidos pelo Centro de Bioterismo do ICB. Os experimentos foram realizados de acordo 

com os procedimentos éticos tendo sido avaliados e aprovados pelo CETEA – Comitê de 

Ética em Experimentação Animal, No do protocolo – 043/2008. 

 

4.13.2 Cercárias 

  

Cercárias da cepa LE de S. mansoni foram mantidas rotineiramente em caramujos 

Biomphalaria glabrata no Centro de Pesquisas René Rachou (CPqRR) da Fundação 

Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) e preparados por exposição dos caramujos infectados à luz por 1 

hora para induzir a eliminação de cercárias. 

 Para contagem das cercárias, 40 mL da suspensão foram transferidos para um 

béquer de 100 mL. Nesse béquer foi colocada uma lâmina de plástico rígido, perfurada e 

destinada a homogeneizar a suspensão, garantindo a distribuição uniforme das cercárias. 

Amostras de 0,5 mL da suspensão foram colocadas em placas de vidro quadriculadas onde 

as cercárias foram coradas com lugol para posterior contagem das mesmas. 

 

 

 

 



Materiais e Métodos 

 

 

56 

4.14 Preparação antigênica solúvel de verme adulto (SWAP) 

 

Camundongos C57BL/6 foram infectados por via subcutânea com 120 cercárias do 

S. mansoni. Após 45 dias de infecção, os animais foram sacrificados e seu sistema porta-

hepático perfundido usando solução NaCl 1,7% (solução salina) contendo heparina 0,05 

U/mL (Smithers & Terry, 1965). Os vermes recuperados foram lavados exaustivamente em 

solução salina tamponada com fosfato, PBS, sendo então estocados a -20oC em volume 

mínimo de tampão (Goes et al., 1989). 

Cerca de 20 mL de vermes congelados foram triturados em Potter e 

ultracentrifugados a 37.000 rpm, por 1 hora, a 4oC (Ultracentrífuga Sorvall OTD5B). No 

sobrenadante obtido foi feita a dosagem de proteína, segundo Bradford (1976). Alíquotas 

foram armazenadas a -70oC, até o uso. O sedimento da primeira centrifugação foi levado a 

uma segunda extração, seguindo o mesmo procedimento. 

 

4.15 Obtenção de soro de coelho imunizado com a proteína rP22 

 

Soro anti-rP22 foi obtido de coelho imunizado por três vezes com 100 g da proteína 

rP22 purificada, através de injeções intramusculares em intervalos de 15 dias para cada 

imunização. Na primeira imunização, o antígeno foi emulsificado com adjuvante completo de 

Freund e nas imunizações subseqüentes foi emulsificado com adjuvante incompleto de 

Freund. Sangue desse animal foi coletado antes da primeira imunização (pré-imune) e após 

cada uma delas, para a obtenção do soro. 

 

4.16 Imunolocalização da proteína rP22 por microscopia confocal 

 

Os fígados de camundongos infectados por S. mansoni foram removidos e os 

vermes adultos recuperados do sistema porta-hepático para serem utilizados nas análises 
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de microscopia confocal. Os vermes adultos e os fígados fixados em DMSO-álcool metílico 

na proporção de 1:5 e submetidos a uma série de três imersões em álcool absoluto e duas 

em xilol nesta sequência, durante 30 minutos cada. Os tecidos foram embebidos em 

Paraplast Plus (Sigma, EUA) conforme recomendação do fabricante, submetidos a 

microcortes de 7 m de espessura que foram fixados em lâminas. Os cortes foram 

desparafinizados em uma série de três imersões em xilol, álcool absoluto, álcool 95% e 

álcool 80%, lavados com água destilada e posteriormente lavados com PBS 0,15 M. Os 

cortes foram novamente fixados com solução de paraformaldeído 4% durante 10 minutos à 

temperatura ambiente e depois lavados com PBS 0,15 M contendo Tween 20 a 0,05% 

(PBST). Em seguida, os cortes foram bloqueados com BSA 1% diluídos em PBST e durante 

1 hora à temperatura ambiente. Após o bloqueio, por mais três vezes, os cortes foram 

lavados com PBST por 5 minutos cada e incubados com soro de coelho anti-rP22 diluído 

1/50 em tampão de bloqueio durante 2 horas. O soro pré-imune de coelho foi utilizado como 

controle negativo. As amostras foram lavadas três vezes com PBST e incubadas com 

anticorpo de cabra anti-IgG de coelho conjugado ao fluorocromo Alexa 488 (Invitrogen, 

EUA) diluído 1/100 em tampão de bloqueio contendo a sonda Hoescht (Invitrogen, EUA) 

para corar os núcleos celulares, durante 1 hora ao abrigo da luz. As amostras foram lavadas 

novamente com PBST e montadas com a adição de solução Hydromount (National 

Diagnostics, Atlanta, EUA) e uma lamínula sobre cada corte. Os cortes foram então 

visualizados em microscópio confocal Zeiss 510 Meta com a objetiva de imersão. Todos os 

parâmetros utilizados e configurações do microscópio foram mantidos para todas as 

amostras. 

 

4.17 Imunização de camundongos e infecção desafio 

 

 Camundongos C57BL/6 foram distribuídos em cinco grupos, contendo 7 animais por 

grupo, para iniciar o esquema de imunizações. Os camundongos foram imunizados com três 
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doses de 50 g de antígeno em intervalos de 15 dias entre cada dose. Somente o grupo 

Duas Proteínas (DP) foi imunizado com 25 g de rP22 + 25 g de rP44. A vacinação foi 

realizada através de injeção subcutânea de antígeno juntamente com 100 g de 

Corynebacterium parvum e 1 mg de hidróxido de alumínio [Al(OH)3] como adjuvante.  A 

tabela abaixo mostra a distribuição dos grupos: 

 

Tabela 1: Esquema de imunização e infecção experimental em modelo murino 

 

 

 

 

 

 

 

 

Após 10 dias da última imunização, os grupos de camundongos a serem desafiados, 

receberam 25 cercárias viáveis por via percutânea. Contados 60 dias de infecção desafio, 

os animais foram sacrificados e o sistema porta-hepático foi perfundido para a obtenção dos 

vermes adultos. Foi realizada a retirada do fígado dos animais para análise histológica e 

para a contagem de ovos retidos no fígado. Os baços dos camundongos também foram 

extraídos para a realização de ensaios proliferação e dosagem de citocinas. Foi feita a 

coleta de sangue dos animais durante todo o processo de imunização/infecção, incluindo o 

soro pré-imune, como forma de monitorar a reatividade dos soros através de ELISA. 

 

 

 

 

GRUPO IMUNIZAÇÃO INFECÇÃO 

Salina PBS 0,15M 25 cercárias 

Adjuvante Corynebacterium parvum e [Al(OH)3] 25 cercárias 

SWAP Adjuvante + SWAP 25 cercárias 

rP22 Adjuvante + rP22 25 cercárias 

rP44 Adjuvante + rP44 25 cercárias 

Duas Proteínas (DP) Adjuvante + rP22 + rP44 25 cercárias 



Materiais e Métodos 

 

 

59 

4.18 Recuperação de Vermes Adultos 

 

Camundongos foram desafiados 10 dias após a terceira imunização através de 

exposição percutânea da pele do abdômen com 25 cercárias da cepa LE. Após 60 dias do 

início da infecção desafio, foi realizada a perfusão da veia porta dos camundongos usando 

solução NaCl 1,7% (solução salina) contendo heparina 0,05 U/mL para a recuperação dos 

vermes adultos (Smithers & Terry, 1965). Os níveis de proteção foram calculados 

comparando o número de vermes recuperados de cada grupo imunizado com o grupo 

controle (grupo adjuvante), usando a seguinte equação: 

            

VE= número de vermes recuperados no grupo experimental 

VC= média do número de vermes recuperados no grupo controle 

 

4.19 Determinação do número de ovos retidos no tecido hepático 

 

Os fígados de camundongos dos grupos imunizados com rP22, SWAP, rP44 ou DP e 

desafiados com 25 cercárias, além dos grupos controle Salina e Adjuvante, foram removidos 

após 8 semanas de infecção para a determinação do número de ovos retidos no fígado. 

Para essa análise, foi utilizado o método adaptado de (Cheever & Powers, 1968) em que os 

fígados foram pesados e a porção correspondente ao lobo hepático esquerdo foi retirada, 

pesada e colocada individualmente em solução de KOH 5% para a completa digestão do 

tecido hepático durante 2 dias (Cheever & Powers, 1968). Em seguida, as amostras foram 

centrifugadas a 5000 rpm e lavadas três vezes com PBS 0,15 M para a retirada da porção 

lipídica. Após a última centrifugação, todo o líquido foi retirado e o precipitado foi 

ressuspendido em 5 mL de PBS 0,15 M. Uma alíquota de 50 L de cada suspensão foi 

colocada em lâmina e coberta com uma lamínula para a contagem dos ovos ao microscópio 

ótico no aumento de 10X. A contagem foi feita em triplicata e a média das contagens foi 
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utilizada para determinar o número de ovos por grama (epg) de tecido hepático de cada 

animal. 

 

4.20 Medida da área do granuloma e da fibrose hepática 

 

O fígado dos camundongos, tanto dos grupos controle Salina e Adjuvante quanto dos 

grupos imunizados com as diversas preparações vacinais (SWAP, rP22, rP44 e DP) foram 

coletados 60 dias após a infecção para avaliar os efeitos da imunização na formação do 

granuloma. Os fígados foram fixados em DMSO-álcool metílico na proporção de 1:5 e 

submetidos a uma série de três imersões em álcool absoluto e duas em xilol nesta 

sequência, durante 30 minutos cada. Os tecidos foram embebidos em Paraplast Plus 

(Sigma, EUA) conforme recomendação do fabricante, submetidos a microcortes de 5 m de 

espessura que foram fixados em lâminas. Para a análise da área dos granulomas, os cortes 

foram corados com hematoxilina-eosina (HE) e para a análise da área de fibrose, os cortes 

foram corados com Tricromo de Masson (Hirata et al., 1993); A área dos granulomas 

individuais foi obtida através do software MacBiophotonics Image J. Quinze granulomas de 

cada camundongo contendo um único ovo de S. mansoni bem definido foram escolhidos 

aleatoriamente utilizando o microscópio ótico no aumento de 10X.  As imagens foram 

obtidas através da microcâmera JVC TK-1270/RGB. Utilizando a marcação digital, os 

resultados da área total de cada granuloma e da área de fibrose foram expressos em 

micrômetros quadrados ( m2).  

 

4.21 Ensaio de proliferação celular 

 

 Baços de camundongos dos grupos Salina, Adjuvante, SWAP rP22, rP44 e DP 

foram macerados individualmente para obtenção dos esplenócitos. As células do baço foram 

lavadas duas vezes em com meio RPMI 1640 (Gibco, Carlsbad, EUA), através de 
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centrifugações sucessivas de 1200 rpm com duração de 10 minutos cada. Foi realizada a 

lise das hemácias com a adição de PBS 1,5 M estéril seguida imediatamente pela adição de 

água deionizada estéril para alcançar a concentração final de PBS 0,15 M. As células foram 

então centrifugadas, lavadas com meio RPMI e centrifugadas novamente. A concentração 

celular foi ajustada 1x 106 células/poço em meio RPMI suplementado com 10% de SFB, 3,6 

g/L de HEPES, piruvato de sódio (110 μg /mL), 100U/mL de penicilina G sódica, 100μg/mL 

de sulfato de estreptomicina. As células foram distribuídas em placas de 96 poços, em 

triplicata, e estimuladas por 96 horas com SWAP (50 μg/mL), rP22 (50 μg/mL), rP44 (50 

μg/mL), Duas Proteínas (25 μg/mL de rP22 + 25 μg/mL de rP44) e ConA (16 g/mL). O 

mítogeno ConA foi utilizado como controle positivo da proliferação celular. No quarto dia de 

cultura, solução de MTT (5mg/mL) foi adicionada às placas que foram incubadas a 37˚C, em 

atmosfera de 5% CO2, durante 2 horas (Mosmann, 1983). As placas foram centrifugadas, 

com a retirada do sobrenadante e adição de solução de SDS/HCl 10%, para solubilização 

dos cristais de formazan, sendo novamente incubadas a 37˚C. Após 12 horas de incubação, 

o sobrenadante da cultura foi transferido para uma placa de 96 poços e foi realizada a leitura 

espectrofotométrica das placas a 595nm para a determinação da concentração de formazan 

no meio. Foi calculado o índice de proliferação que corresponde à razão entre a densidade 

óptica das células na presença de cada estímulo (SWAP, rP22, rP44, DP e ConA) e a 

densidade ótica das células na ausência de estímulo (células incubadas somente com meio 

de cultura). O nível proliferação foi determinado a partir da equação abaixo: 

IP = (OD550 de células na presença de estímulo/ OD550 de células na ausência de estímulo) 

 

4.22 Dosagem de citocinas 

 

Os experimentos de dosagem de citocinas foram realizados através cultura de 

esplenócitos obtidos individualmente de camundongos imunizados com rP22, rP44 ou Duas  

Proteínas. Após a maceração dos baços dos camundongos, os esplenócitos foram isolados 
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e colocados em meio RPMI 1640 (Gibco, Carlsbad, EUA) suplementado com 10% de SFB, 

3,6 g/L de HEPES, piruvato de sódio (110 μg /mL), 100U/mL de penicilina G sódica, 100  

μg/mL de sulfato de estreptomicina, em placas de 24 poços, na concentração final de 5 x 106 

células, na ausência de estímulo ou na presença dos seguintes estímulos: rP22 (50 μg/mL), 

SWAP (50 μg/mL), rP44 (50 μg/mL) e Duas Proteínas (25 μg/mL de rP22 + 25 μg/mL de 

rP44). Foi adicionada às culturas celulares a solução de polimixina B (30 μg/mL) para 

impedir completamente a produção de citocinas em resposta ao LPS (Farias, 2010). As 

culturas foram mantidas a 37˚C, em atmosfera de 5% CO2 durante 72 horas. O 

sobrenadante da cultura foi coletado após 24 horas para dosagem de TNF- , e 72 horas 

para a dosagem de IFN- , IL-4, IL-10 e TGF- . Para titulação das citocinas, placas de 

microcultivo (Nunc, Dinamarca) foram sensibilizadas por 18 horas, a 4˚C, com anticorpos 

monoclonais anti-IL-4, anti-TNF- , anti-IFN- , anti-IL-10 e anti-TGF-  (kits Duoset – R&D 

Systems, EUA). As placas foram lavadas três vezes com PBS 0,15 M contendo 0,05% 

Tween 20 (PBST) e a ligação não específica foi evitada pela incubação das placas por 1 

hora, à temperatura ambiente, com 200 L/poço de PBS 0,15 M contendo 1% BSA (Sigma). 

As placas foram lavadas 3 vezes com PBST e incubadas por 2 horas, à temperatura 

ambiente, com 100 L/poço de cada sobrenadante de cultura, além da respectiva curva 

padrão fornecida pelo kit Duoset, numa diluição seriada apropriada em PBS 0,15 M com 1% 

BSA. Então, as placas foram lavadas 3 vezes com PBST e incubadas por 2 horas, à 

temperatura ambiente, com 100 L/poço de anticorpo de detecção anti-IL-4, anti-IFN-  e 

anti-TNF-  diluído em PBS 0,15 M 1%BSA (Duoset – R&D Systems). Novamente as placas 

foram lavadas 3 vezes com PBS-T e incubadas por 20 minutos à temperatura ambiente com 

100 L/poço de estreptavidina conjugada à peroxidase diluída 1:2000 em PBS 1% BSA.  As 

placas foram lavadas 3 vezes e a atividade enzimática foi revelada através da incubação 

com 100 L/poço de solução reveladora contendo 3,3’,5,5'- tetrametilbenzidina (TMB) e 

peróxido de hidrogênio. A reação foi interrompida com solução de H2SO4 2N. A leitura das 
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placas foi feita a 450 nm em leitor de ELISA (Elx800, Bio-Tek Instruments, Vermont, EUA) e 

os resultados foram expressos em pg/mL + desvio padrão. 

 

4.23 ELISA para determinação dos níveis de anticorpos 

 

A análise de anticorpos específicos IgG, IgG1 e IgG2a anti-rP22 e anti-rP44 foi 

realizada através da adaptação da técnica descrita por Lunde e colaboradores (1979) . 

Placas de microensaio de 96 poços (Nunc, Dinamarca) foram sensibilizadas com soluções 

contendo rP22 ou rP44 (10μg/mL) diluídas em tampão carbonato-bicarbonato, pH 9.6,  e 

mantidas por 12 horas a 4ºC. As placas foram lavadas três vezes com PBS 0,05 M contendo 

0,05% Tween 20 (PBST) e a ligação não específica foi evitada pela incubação das placas 

por 1 hora, à temperatura ambiente, com 200 L/poço de PBS 0,15 M com 1,6% caseína 

(Sigma). As placas foram lavadas 5 vezes com PBST e incubadas por 1 hora, à temperatura 

ambiente, com 100 μL de soro de camundongo diluído em PBS 0,15 M contendo 0,25% 

caseína, na diluição de 1/800 para detecção de IgG total e de 1/400 para detecção IgG1 e 

IgG2a. Novamente, as placas foram lavadas 5 vezes com PBS-T e incubadas com anticorpo 

secundário por 1 hora, à temperatura ambiente. Anticorpos de cabra anti-IgG total, anti- 

IgG1 e anti-IgG2a  de camundongo, conjugados à peroxidase (Southern Biotech ®, EUA), 

foram diluídos em PBS 0,15 M  contendo 0,025% caseína, na diluição de 1/5000 para IgG 

total, e de 1:4000 para IgG1 e IgG2a. Após nova lavagem das placas com PBST, a reação 

de cor foi desenvolvida pela adição de 100 μl por poço de solução reveladora de 3,3’,5,5'- 

tetrametilbenzidina (TMB) e 0.04% de H2O2 por 15 minutos e interrompida com 50 μl de 

solução de ácido sulfúrico 2N. As placas foram lidas a 450 nm em leitor de ELISA (Elx800, 

Bio-Tek Instruments, Inc. Winooski, Vermont, EUA). As análises foram feitas em duplicata e 

os resultados foram expressos em densidade óptica (D.O) + desvio padrão. 
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4.24 População de estudo 

Foram utilizadas, nesse estudo, amostras de plasma de pacientes diagnosticados 

com esquistossomose, fornecidas pelo Laboratório de Imunologia Celular e Molecular do 

Centro de Pesquisas René Rachou, coordenado pelo Prof. Dr Rodrigo Corrêa Oliveira. Os 

pacientes eram provenientes da cidade de São Pedro do Jequitinhonha, Minas Gerais. O 

diagnóstico da esquistossomose foi realizado pelas equipes médicas e técnicas 

responsáveis, através de exames médico-laboratoriais, incluindo exame clínico e exame 

parasitológico de fezes. Foram excluídos dessa pesquisa indivíduos que trabalhavam em 

período integral fora da área-alvo, mulheres com teste de gravidez positivo e indivíduos co-

infectados por outros helmintos. Foram incluídos na pesquisa somente indivíduos residentes 

no distrito durante os últimos 24 meses; indivíduos que relataram não terem recebido 

nenhum tratamento com anti-helmínticos durante os últimos 24 meses; e que consentiram 

participar do estudo. Os indivíduos selecionados pertenciam a ambos os sexos e tinham 

idade entre 16 e 48 anos. O número de ovos de S. mansoni por grama de fezes (epg) dos 

pacientes esquistossomóticos variou entre 20 e 258. Todos os indivíduos, após a coleta, que 

apresentaram diagnóstico positivo para esquistossomose, foram tratados com praziquantel 

por via oral em dose única de 60 mg/Kg. Os pacientes excluídos dessa pesquisa e que 

apresentavam exame positivo para outras helmintoses também receberam tratamento 

específico. Os pacientes esquistossomóticos foram divididos em três grupos: indivíduos 

diagnosticados na fase aguda da doença; indivíduos diagnosticados na fase crônica da 

doença que apresentaram quadro de hepatoesplenomegalia ao exame clínico; indivíduos 

diagnosticados na fase crônica que não apresentavam quadro de hepatoesplenomegalia 

(pacientes crônicos intestinais). O controle negativo envolveu voluntários saudáveis do 

Instituto de Ciências Biológicas, UFMG (ICB), sem histórico de esquistossomose e 

sorologicamente negativos nos ensaios de ELISA.  



Materiais e Métodos 

 

 

65 

Esse estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Instituto René 

Rachou – FIOCRUZ (CEPSH/CPqRR no 25/2006). O termo de consentimento livre e 

esclarecido foi assinado por cada paciente antes da coleta de sangue. Todas as amostras 

de plasmas humanos utilizadas nesse trabalho estão esquematizadas na Tabela 2: 

 

Tabela 2: Amostras de plasmas testadas em imunoensaios com peptídeos ligados à membrana 

Fonte Número de amostras 

Indivíduos não infectados com S. mansoni 15 

Pacientes esquistossomóticos na fase aguda da doença 15 

Pacientes esquistossomóticos com a forma crônica intestinal 30 

Pacientes esquistossomóticos com a forma hepatoesplênica 7 

 

4.25 Predição de epítopos lineares de linfócitos B 

 

O servidor BcePred (http://www.imtech.res.in/raghava/bcepred/) utiliza um banco de 

dados contendo 2479 epítopos contínuos, incluindo 654 epítopos imunodominantes e 1617 

epítopos imunogênicos. Várias propriedades físico-químicas são utilizadas para determinar 

as regiões de maior probabilidade de serem reconhecidas por receptores de células B, 

assim como hirofobicidade, acessibilidade, flexibilidade, incidência de alças (voltas ), 

antigenicidade, polaridade e exposição superficial (Saha & Raghava, 2006). A seqüência de 

aminoácidos das proteínas recombinantes rP22 e rP44 de S. mansoni foram submetidas a 

análise no servidor BcePred. As regiões com maior propensão antigênica foram 

selecionadas e as seqüências dos peptídeos antigênicos de células B determinadas. Os 

peptídeos selecionados foram utilizados na construção de membrana de “Spot”-síntese.  

 

 

 

http://www.imtech.res.in/raghava/bcepred/
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4.26 Construção da membrana contendo os peptídeos selecionados da rP22 e rP44 

 

Os peptídeos da rP22 e rP44 selecionados como prováveis epítopos lineares de 

linfócitos B foram sintetizados diretamente em uma membrana de celulose, através da 

técnica “Spot”-Síntese, adaptada como descrita por Frank (2002). A membrana contendo o 

arranjo de 44 spots foi preparada pela JPT Peptide Technologies GmbH, em Berlim, 

Alemanha. Os spots foram preparados em duplicata sendo que 16 spots correspondem às 

sequências peptídicas contidas na estrutura da rP22 e 28 spots às sequências peptídicas 

contidas na estrutura da rP44. 

 

4.27 Imunoensaios com peptídeos ligados à membrana 

 

A membrana contendo os peptídeos de rP22 e rP44 foi lavada 3 vezes com PBS 

0,15 M pH 7,3 por 5 minutos e, em seguida, colocada em solução de bloqueio contendo 3% 

BSA, 0,1% Tween em PBS 0,15 M por duas horas. Após o bloqueio, a membrana foi lavada 

3 vezes com PBS 0,15 M contendo 0,1% Tween 20 por 10 minutos e incubada por 2 horas 

com os soros testes na diluição de 1/500 para os soros murinos e de 1/500 para os soros 

humanos. Os soros foram diluídos em solução de PBS 0,15 M contendo 1% BSA e 0,1% 

Tween 20. A membrana foi novamente lavada e incubada com o anticorpo secundário 

diluído em PBS 0,15 M contendo 1% BSA e 0,1% Tween 20 durante 1 hora. Para os ensaios 

com soros murinos foi utilizado anticorpo de coelho anti-Ig de camundongo na diluição 

1/3000 e para os ensaios com soro humano foi utilizado anticorpo de coelho anti-Ig humana 

na diluição 1/5000, todos conjugados com fosfate alcalina. A membrana foi lavada 2 vezes 

com PBS 0,15 M contendo 1% Tween 20 e 1 vez com tampão citrato pH 7 (0,8% NaCl, 

0,02% KCl, 0,21% ácido cítrico mono hidratado) por 10 minutos e, em seguida, foi 

adicionada a solução reveladora composta por MTT, BCIP e MgCl2 dissolvidos em CBS pH 

7. A revelação da membrana ocorreu durante 20 minutos sob agitação. Para avaliar a 
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reatividade inespecífica a membrana foi testada somente com a adição dos anticorpos 

secundários utilizados nos ensaios. Como controle da reatividade dos soros murinos, a 

membrana foi testada com soro de camundongos que receberam somente adjuvante 

durante o esquema de imunização, e como controle da reatividade dos soros humanos, a 

membrana foi testada com soros de indivíduos não infectados por S. mansoni e 

sorologicamente não reativos em ensaios de ELISA. 

 

4.28 Análise da reatividade dos spots 

 

A membrana foi escaneada na resolução de 600 dpi e analisada através do 

“software” MacBiophotonics image J através da sua imagem invertida. A intensidade de 

cada “spot” foi medida através de uma área circular delimitada e um pouco menor que a 

área de cada “spot”, e expressa como intensidade em pixels por área.  

 

4.29 Regeneração da membrana 

 

Ao final dos ensaios imunológicos, a membrana era submetida a um tratamento de 

regeneração, para sua posterior reutilização. Inicialmente, a membrana era lavada 3 vezes 

com N,N-dimetilformamida durante 10 minutos. Em seguida, a membrana era lavada 2 

vezes com água deionizada por 2 minutos e incubada “overnight” com Reagente A ( solução 

aquosa contendo 48% uréia e 2% SDS). Após esse período, a membrana foi lavada mais 2 

vezes com Reagente A por 10 minutos e posteriormente lavada 3 vezes com Reagente B 

(etanol/ água deionizada/ ácido acético na proporção de 5/4/1) por 10 minutos. Esse 

procedimento permite a reutilização da membrana por 30-40 vezes para anticorpos 

policlonais e até 70 vezes para anticorpos monoclonais. 
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4.30 Localização dos peptídeos antigênicos nas estruturas terciárias das proteínas 

 

Os peptídeos antigênicos, determinados pelo servidor BcePred, foram localizados e 

visualizados utilizando o programa livre Swiss-PdbViewer que pode ser facilmente acessado 

através do site (http://swissmodel.expasy.org/). A localização dos peptídeos nas estruturas 

terciárias (código PDB: 1XFB) auxilia na validação dos mesmos por demonstrar a 

acessibilidade dos epítopos aos receptores de células B. 

 

4.31 Análise Estatística usada para grupos de animais experimentais 

   

Para a análise de dois ou mais grupos utilizou-se o teste de análise de variância 

(ANOVA). A comparação das médias foi feita através do Teste de Bonferroni. Foi adotado 

um nível de significância de P < 0,05. Os programa utilizado foi o GraphPad Prism versão 

5.0 para Windows. 
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PARTE I: OBTENÇÃO DAS PROTEÍNAS RECOMBINANTES 

 

5.1 Clonagem dos genes codificadores das proteínas rP22 e rP44 de S. mansoni  

 

A reação de PCR, utilizando cDNA de verme adulto de S. mansoni como molde e 

iniciadores específicos das sequências codificadoras da rP22 e rP44, resultou na 

amplificação das sequências de aproximadamente 552 e 1089 pares de bases, 

respectivamente, para rP22 e rP44, como demonstrado no ensaio eletroforético (Figura 9).          

 

Figura 9: Géis de agarose 1% mostrando a amplificação das seqüências codificadoras da rP22 

e rP44. M – padrão de peso molecular de 100 pb; CN – controle negativo; P22 - fragmento de 

aproximadamente 552 pb e P44 - fragmento de aproximadamente 1089 pb. 

 

As sequências amplificadas foram então clonadas em vetores de expressão que 

expressam as proteínas recombinantes em fusão com cauda de histidina, o que facilita os 

processos posteriores de purificação. As sequências referentes à rP22 e rP44 foram 

clonadas individualmente no vetor pET-DEST42, através de reações de recombinação 

gênica pelo sistema Gateway Technology com Clonase II (Invitrogen, EUA), seguindo 

instruções do fabricante, onde a sequência gênica é primeiramente inserida no plasmídeo 

doador pDONR 221 e posteriormente transferido ao plasmídeo de expressão pET-DEST42. 
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Após a clonagem, bactérias E. coli BL21 foram transformadas por eletroporação com 

os plasmídeos pET-DEST42-rP22 e pET-DEST42-rP44 e os clones obtidos foram 

submetidos a PCR de colônia para a seleção dos clones positivos. Entre os clones positivos, 

um foi selecionado para cada proteína recombinante. O mesmo foi sequenciado e teve a 

expressão da proteína induzida. As sequências referentes à rP22 e a rP44 são mostradas 

nas Figuras 10 e 11, respectivamente.  

 

Figura 10: Sequência nucleotídica e de aminoácidos do inserto de rP22. Sequência nucleotídica, 

em vermelho, e sequência deduzida de aminoácidos (representados por uma única letra), em verde, 

da rP22. O número de pares de bases se encontra à direita. 

 

 

 

 

 

ATG GAT AGT CCA ATG GAA AAA TTT ATT CAA ACT TAT TTA ACT TTA CTT CGT GAT  

 M   D   S   P   M   E   K   F   I   Q   T   Y   L   T   L   L   R   D 

 54 

GGT GAT GAA ACT GTT GAA ACA AGT AAA TTA AGT GAA AGT TGT AGA AAA GAA AAA 

 G   D   E   T   V   E   T   S   K   L   S   E   S   C   R   K   E   K 

108 

CTT GAT ATG AAA CAA GTT AAT GAG TGG ATT GCT CTT TTC GAT GTA GAC AAA GAT 

 L   D   M   K   Q   V   N   E   W   I   A   L   F   D   V   D   K   D 

162 

CAA AAA ATC ACT TTT GAA GAA TTT TGT CGT GGT TTG GGA TTG AAA CAG AAT GAA 

 Q   K   I   T   F   E   E   F   C   R   G   L   G   L   K   Q   N   E 

216 

ATG CGT ATT GAA CGA AAT CAC ATT AAA ACT GTA CAG TCA GGT AGA GAA CAA AGC 

 M   R   I   E   R   N   H   I   K   T   V   Q   S   G   R   E   Q   S 

270 

TTA CCA GAA GGA GTA AGC ATT ATC GCT TCA ACA ATG CCA AAA CCA AAA CAA GTT 

 L   P   E   G   V   S   I   I   A   S   T   M   P   K   P   K   Q   V    

324 

GAA GTA ACA CAA TTA TTT AAA GAT ATA TAT AAT GAA GTT AAA AAA GAT CCT GAT 

 E   V   T   Q   L   F   K   D   I   Y   N   E   V   K   K   D   P   D    

378 

ATG AAT AAA GTT GTA AAA ACA TTC AAA AGT GAA TTA GAA AGA CGT TAT GGA CGT 

 M   N   K   V   V   K   T   F   K   S   E   L   E   R   R   Y   G   R    

432 

GTA TGG CAA GTG AAT GCT GTA ACT CAT TCA TAC TGG GCA AGT TTC TCA CAT GAA 

 V   W   Q   V   N   A   V   T   H   S   Y   W   A   S   F   S   H   E    

486 

CCA TTC CAA TCA ATT CAA TTT CAA TAT GAC AAT AAA ATC ATA CTT GCT TGG CGT 

 P   F   Q   S   I   Q   F   Q   Y   D   N   K   I   I   L   A   W   R 

540 

ACA CCA AGT AAC 

 T   P   S   N 

552 
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Figura 11: Sequência nucleotídica e de aminoácidos do inserto de rP44. Sequência nucleotídica 

representada em vermelho e sequência deduzida de aminoácidos (representados por uma única 

letra) em verde, da rP44. O número de pares de bases se encontra à direita. 

 

ATG TCA CGC TTC CAA CCT TAC CTA ACT GAA GCT CAA GAG AAT GAC CTA CGC CGA 

 M   S   R   F   Q   P   Y   L   T   E   A   Q   E   N   D   L   R   R 

54 

ATT GCT CAA GCT ATT TGT GCT CCT GGC AAA GGA ATT CTA GCA GCT GAC GAA AGC 

 I   A   Q   A   I   C   A   P   G   K   G   I   L   A   A   D   E   S 

108 

ACA GCC ACA ATG GGC AAA AGA CTT CAA CAG ATC GGC GTT GAA AAT AAC GAA GAA 

 T   A   T   M   G   K   R   L   Q   Q   I   G   V   E   N   N   E   E    

162 

AAT CGT CGT CTG TAC CGC CAG CTA CTT TTT AGT GCT GAT CAC AAG CTG GCC GAA 

 N   R   R   L   Y   R   Q   L   L   F   S   A   D   H   K   L   A   E    

216 

AAT ATC TCT GGA GTA ATA TTA TTC GAA GAG ACA CTT CAT CAA AAG TCA GAC GAT 

 N   I   S   G   V   I   L   F   E   E   T   L   H   Q   K   S   D   D    

270 

GGA AAG ACT CTT CCA ACT CTA CTA GCT GAA CGA AAT ATC ATA CCA GGA ATA AAG 

 G   K   T   L   P   T   L   L   A   E   R   N   I   I   P   G   I   K    

324 

GTT GAT AAA GGT GTT GTT CCA CTT GCA GGC ACA GAC AAT GAG ACA ACA ACT CAG 

 V   D   K   G   V   V   P   L   A   G   T   D   N   E   T   T   T   Q    

378 

GGT CTT GAT GAT CTT GCT TCA CGC TGT GCT GAA TAT TGG AGA CTT GGA TGC CGC 

 G   L   D   D   L   A   S   R   C   A   E   Y   W   R   L   G   C   R  

432 

TTC GCT AAG TGG CGT TGT GTT TTG AAG ATC TCT TCA CAC ACA CCC TCT TAT CTA 

 F   A   K   W   R   C   V   L   K   I   S   S   H   T   P   S   Y   L    

486 

GCT ATG CTC GAA AAT GCT AAT GTA CTT GCA CGT TAC GCT TCC ATC TGT CAG CAG 

 A   M   L   E   N   A   N   V   L   A   R   Y   A   S   I   C   Q   Q 

540 

AAT GGT TTG GTA CCG ATT GTT GAA CCT GAG GTG CTT CCT GAT GGT GAT CAT GAT 

 N   G   L   V   P   I   V   E   P   E   V   L   P   D   G   D   H   D    

594 

TTA CTA ACT GCT CAG AGA GTA ACA GAA CAA GTT TTG GCA TTC GTG TAC AAG GCT 

 L   L   T   A   Q   R   V   T   E   Q   V   L   A   F   V   Y   K   A    

648 

TTG GCC GAC CAT CAT GTT TAC TTA GAA GGA ACG CTT TTA AAA CCC AAT ATG GTT 

 L   A   D   H   H   V   Y   L   E   G   T   L   L   K   P   N   M   V    

702 

ACT GCT GGA CAG GCC TGC AAA AAA GCT TAC ACA CCA CAA GAA AAT GCT TTG GCT 

 T   A   G   Q   A   C   K   K   A   Y   T   P   Q   E   N   A   L   A 

756 

ACT GTG CGA GCT CTT CAG CGC ACA GTC CCT CCA GCT GTT CCA GGT ATC ACA TTC 

 T   V   R   A   L   Q   R   T   V   P   P   A   V   P   G   I   T   F    

810 

TTG TCC GGA GGT CAA TCA GAA TTG GAC GCT ACT AAA AAT CTG AAC GAA ATC AAC 

 L   S   G   G   Q   S   E   L   D   A   T   K   N   L   N   E   I   N    

864 

AAG ATT CCG GGA CCA AAG CCA TGG GCA CTC ACT TTT AGT TTT GGT CGT GCT CTG 

 K   I   P   G   P   K   P   W   A   L   T   F   S   F   G   R   A   L  

918 

CAG GCT TCA GTC TTA GCC ACA TGG AAG GGA AAG AAA GAA AAT GTT CAT GCG GCT 

 Q   A   S   V   L   A   T   W   K   G   K   K   E   N   V   H   A   A 

972 

CAG GAA GAG CTA TTG AAA TTG GCC AAA GCA AAT GGC GCT GCT GCT GTT GGC AAA 

 Q   E   E   L   L   K   L   A   K   A   N   G   A   A   A   V   G   K 

1026 

TTT GAA GGA AAT ATG GGA ACT ACT TTG GGA GAC AAA TCA TTG TTC GTT GCT AAT 

 F   E   G   N   M   G   T   T   L   G   D   K   S   L   F   V   A   N    

1080 

CAC GCT TAT 

 H   A   Y 

  1089 
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A comparação da sequência da rP22 com sequências depositadas em banco de 

dados do NCBI mostrou que a mesma apresenta identidade total com a proteína Sm 21.7 de 

S. mansoni (N° referência NCBI: XP_002569898) e, portanto, também apresenta domínio 

“mão-EF” e domínio de cadeia leve de dineína, como mostrado no alinhamento das 

sequências de aminoácidos das duas proteínas (Figura 12). A proteína rP22 não apresenta 

similaridade com proteínas humanas. Com relação à rP44, a comparação entre a sequência 

obtida e aquela já depositada em banco de dados (N° referência NCBI: XP_002575564.1) 

mostrou que a mesma apresenta identidade total com a enzima frutose 1,6-bifosfato 

aldolase de classe I de S. mansoni (SmFBA), e, por isso, apresenta todos os domínios 

relacionados à atividade catalítica  característica dessa classe de enzimas. O alinhamento 

entre as sequências da rP44 e SmFBA, as regiões que correspondem aos domínios do sítio 

ativo e o resíduo catalítico dessas proteínas são mostradas na Figura 13. A sequência 

protéica da rP44 também foi comparada às sequências de proteínas humanas catalogadas 

no banco de dados BLAST e apresentou 67% de identidade com a cadeia A da proteína 

frutose bifosfato aldolase C (HsALDOC - N° referência NCBI: NP_005156.1).  
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rP22      MDSPMEKFIQTYLTLLRDGDETVETSKLSESCRKEKLDMKQVNEWIALFDVDKDQKITFE  60 

Sm21.7    MDSPMEKFIQTYLTLLRDGDETVETSKLSESCRKEKLDMKQVNEWIALFDVDKDQKITFE  60 

   ************************************************************ 

   

rP22      EFCRGLGLKQNEMRIERNHIKTVQSGREQSLPEGVSIIASTMPKPKQVEVTQLFKDIYNE  120 

Sm21.7    EFCRGLGLKQNEMRIERNHIKTVQSGREQSLPEGVSIIASTMPKPKQVEVTQLFKDIYNE  120 

          ************************************************************ 

 

rP22      VKKDPDMNKVVKTFKSELERRYGRVWQVNAVTHSYWASFSHEPFQSIQFQYDNKIILAWR  180 

Sm21.7    VKKDPDMNKVVKTFKSELERRYGRVWQVNAVTHSYWASFSHEPFQSIQFQYDNKIILAWR  180 

      ************************************************************ 

rP22      TPSN  184 

Sm21.7    TPSN  184 

          **** 

 

Figura 12: Alinhamento entre as proteínas rP22 e Sm 21.7 de S. mansoni. As sequências das 

proteínas rP22 e Sm 21.7 (N° referência NCBI: XP_002569898) foram alinhadas utilizando programa 

ClustalW2. Os números ao final de cada linha indicam a posição dos resíduos de aminoácidos em 

cada proteína. Os motivos “mão-EF” estão destacados em cinza claro, os domínios da cadeia leve de 

dineína estão destacados em cinza escuro e os domínios provisórios de calmodulina estão 

sublinhados em vermelho. (*) Resíduos de aminoácidos idênticos em todas as sequências alinhadas. 
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rP44 MSRFQPYLTEAQENDLRRIAQAICAPGKGILAADESTATMGKRLQQIGVENNEENRRLYR  60 

SmFBA MSRFQPYLTEAQENDLRRIAQAICAPGKGILAADESTATMGKRLQQIGVENNEENRRLYR  60 

HsALDOC MPHSYPALSAEQKKELSDIALRIVAPGKGILAADESVGSMAKRLSQIGVENTEENRRLYR  60 

 *.:  * *:  *:::*  **  * ************..:*.***.******.******** 

 

rP44 QLLFSADHKLAENISGVILFEETLHQKSDDGKTLPTLLAERNIIPGIKVDKGVVPLAGTD  120 

SmFBA QLLFSADHKLAENISGVILFEETLHQKSDDGKTLPTLLAERNIIPGIKVDKGVVPLAGTD  120 

HsALDOC QVLFSADDRVKKCIGGVIFFHETLYQKDDNGVPFVRTIQDKGIVVGIKVDKGVVPLAGTD  120 

 *:*****.:: : *.***:*.***:**.*:* .:   : ::.*: *************** 

 

rP44 NETTTQGLDDLASRCAEYWRLGCRFAKWRCVLKISSHTPSYLAMLENANVLARYASICQQ  180 

SmFBA NETTTQGLDDLASRCAEYWRLGCRFAKWRCVLKISSHTPSYLAMLENANVLARYASICQQ  180 

HsALDOC GETTTQGLDGLSERCAQYKKDGADFAKWRCVLKISERTPSALAILENANVLARYASICQQ  180 

.********.*:.***:* : *. ***********.:*** **:**************** 

 

rP44 NGLVPIVEPEVLPDGDHDLLTAQRVTEQVLAFVYKALADHHVYLEGTLLKPNMVTAGQAC  240 

SmFBA NGLVPIVEPEVLPDGDHDLLTAQRVTEQVLAFVYKALADHHVYLEGTLLKPNMVTAGQAC  240 

HsALDOC NGIVPIVEPEILPDGDHDLKRCQYVTEKVLAAVYKALSDHHVYLEGTLLKPNMVTPGHAC  240 

 **:*******:********  .* ***:*** *****:*****************.*:** 

 

rP44 KKAYTPQENALATVRALQRTVPPAVPGITFLSGGQSELDATKNLNEINKIPGPKPWALTF  300 

SmFBA KKAYTPQENALATVRALQRTVPPAVPGITFLSGGQSELDATKNLNEINKIPGPKPWALTF  300 

HsALDOC PIKYTPEEIAMATVTALRRTVPPAVPGVTFLSGGQSEEEASFNLNAINRCPLPRPWALTF  300 

    ***:* *:*** **:*********:********* :*: *** **: * *:****** 

 

rP44 SFGRALQASVLATWKGKKENVHAAQEELLKLAKANGAAAVGKFEGNMGTTLG--DKSLFV  358 

SmFBA SFGRALQASVLATWKGKKENVHAAQEELLKLAKANGAAAVGKFEGNMGTTLG--DKSLFV  358 

HsALDOC SYGRALQASALNAWRGQRDNAGAATEEFIKRAEVNGLAAQGKYEGS-GEDGGAAAQSLYI  359 

 *:*******.* :*:*:::*. ** **::* *:.** ** **:**.  .   . :**::* 

 

rP44 ANHAY- 363 

SmFBA ANHAY- 363 

HsALDOC ANHAYL 365 

 ***** 

 

Figura 13: Alinhamento entre as proteínas rP44, frutose 1,6 bifosfato aldolase de S. mansoni 

(SmFBA) e frutose-bifostato aldolase C de Homo sapiens (HsALDOC). As sequências das 

proteínas rP44, SmFBA (N° referência NCBI: XP_002575564.1) e HsALDOC (N° referência NCBI: 

NP_005156.1) foram alinhadas pelo programa ClustalW2. Os números ao final de cada linha indicam 

a posição dos resíduos de aminoácidos em cada proteína. A estrutura ativa mínima das frutose-

bifosfato aldolases está sublinhada em cada sequência protéica. Os resíduos de aminoácidos que 

formam os domínios do sítio ativo estão destacados em cinza claro e o resíduo catalítico está 

destacado em cinza escuro. (*) Resíduos de aminoácidos idênticos em todas as sequências 

alinhadas. (:) Substituição conservativa e (.) substituição semiconservativa de resíduos de 

aminoácidos (-) ausência do resíduo de aminoácido numa dada posição em relação às outras 

sequências alinhadas. 
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5.2 Expressão das proteínas recombinantes 

 

Os clones de E. coli transformados com o plasmídeo pET-DEST42-rP22 ou com o 

plasmídeo pET-DEST42-rP44 foram crescidos em meio líquido até atingir a D.O. 600 de 0.5 

e foram induzidos com IPTG para expressão protéica. 

A miniexpressão foi realizada com o objetivo de verificar se os clones transformados 

com os plasmídeos recombinantes eram capazes de expressar as proteínas de interesse. 

Através de gel SDS-PAGE, evidenciou-se a expressão das proteínas rP22 e rP44 (Figura 

14). Na Figura 14 A, o aparecimento, após a indução (tempos 2, 3 e 4h), de uma banda de 

aproximadamente 26kDa e que está ausente no controle negativo (bactérias BL21 não 

transformadas) corresponde à expressão da proteína rP22. Na Figura 14B também foi 

visualizado o aparecimento de bandas de aproximadamente 44kDa, nos tempos de indução 

de 1 a 4 horas, que correspondem à expressão da rP44. O perfil das proteínas bacterianas 

demonstrou que tanto os clones expressando rP22 quanto os clones expressando rP44 já 

apresentavam uma produção basal dessas proteínas antes mesmo da indução com IPTG 

(tempos T0).  

Para confirmar se as bandas de expressão evidenciadas por SDS-PAGE 

correspondiam realmente às proteínas recombinantes rP22 e rP44, foi realizado o ensaio de 

“Western Blot” utilizando anticorpo anti-His (GE Life Sciences, Inglaterra). O resultado está 

representado na Figura 15, mostrando que os clones selecionados realmente expressavam 

proteínas com cauda de histidina e as bandas detectadas no ensaio coincidiam com as 

bandas de expressão da rP22 (Figura 14A) e rP44 (Figura 14B). Também foi possível 

verificar que, após 4 horas de indução, a proteína rP44 é encontrada principalmente no 

sedimento da lise bacteriana e a proteína rP22 é detectada principalmente no sobrenadante 

da lise bacteriana. 
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Figura 14: Géis de SDS-PAGE 10% corados por azul de Comassie, do perfil de expressão das 

proteínas rP22 e rP44. Alíquotas de 25 L de cada preparação bacteriana foram separadas em gel 

de poliacrilamida 10% sob condições redutoras e foram posteriormente coradas por azul de 

Comassie. (A) T1 a T4 - Tempos de expressão, em horas, de bactérias E. coli transformadas com 

pET-DEST42-rP22 (A) ou pET-DEST42-rP44 (B) após a indução com IPTG. M - marcador de peso 

molecular; BL21- bactérias E. coli BL21 não transformadas; T0 – clone não induzido com IPTG;  

 

Figura 15: Análise de Western blot da expressão das proteínas rP22 (A) e rP44(B) utilizando 

anticorpo anti-cauda de histidina. Foram aplicados 20 L de amostras correspondentes ao tempo 

4hs de indução da mini-expressão do clone C5 da rP22 e do clone C4 da rP44 (C4). O anticorpo anti-

His foi diluído 1:5.000 em PBS-caseína. M - marcador de peso molecular; S – sobrenadante da lise 

bacteriana após 4 horas de indução; P – sedimento da lise bacteriana 4 horas de indução. 
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5.3 Purificação das proteínas recombinantes 

 

Após a seleção dos clones que expressavam as proteínas rP22 e rP44 de S. 

mansoni, os mesmos foram induzidos novamente para se obter maiores concentrações das 

proteínas de interesse. As proteínas foram purificadas em colunas de níquel His Trap HP 

(GE Life Sciences, Inglaterra). O produto eluído da purificação da rP44 apresentou uma 

banda de aproximadamente 44 kDa de massa molecular (Figura 16A). O produto eluído da 

purificação da rP22 apresentou em seu perfil eletroforético uma banda de aproximadamente 

26 kDa de massa molecular (Figura 16B). Após a cromatografia de afinidade, a proteína 

rP22 foi purificada por cromatografia de troca iônica (Figura 15C) e o produto utilizado nas 

análises de dicroísmo circular e DLS. 

 

Figura 16: Gel de SDS-PAGE das proteínas purificadas rP44 e rP22. Alíquotas de 20 L de cada 

proteína foram separadas em gel de poliacrilamida 10% sob condições desnaturantes, seguido por 

coloração por azul de Comassie. (A) Amostras da purificação da rP44 por cromatografia de afinidade: 

1- primeira fração de rP44 coletada antes da eluição; 2 e 3 – frações eluídas da rP44. (B) 1- Fração 

da purificação da rP22  por cromatografia de afinidade; (C) 1- Fração da purificação de rP22 por 

cromatografia de troca iônica; M - marcador de peso molecular. 
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5.4 Análise da estrutura secundária da rP22 
 

 

A análise da estrutura secundária da rP22 utilizando Dicroísmo Circular mostrou que 

a proteína, em tampão fosfato 2 mM pH 7,4, está enovelada e contém cerca de 30% de α-

hélices, com perda de estrutura secundária com o aumento da temperatura (Figuras 17A e 

B). Em temperaturas acima de 60 ºC, a quantidade de α-hélices diminui bastante e a 

quantidade de ‘random coil’ aumenta. Análises de DLS mostraram que 96,4% da massa da 

solução contendo a rP22 apresenta um raio de 2,6 nm o que corresponde a 

aproximadamente 32kDa, confirmando que a proteína rP22 se apresenta como um 

monômero (Figura 17C). 

Figura 17: Análise de dicroísmo circular da rP22 (A-B) em diferentes temperaturas e análise de 

espalhamento dinâmico da luz (DLS) (C). Em A, os dados foram plotados em função de elipcidade 

molar [ ] versus comprimento de onda (190 a 260nm) em temperaturas de 20 a 80 ºC. Em B, o 

resultado da deconvolução do espectro obtido em A pelo programa CDNN versão 2.   
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5.5 Imunolocalização da rP22 por microscopia confocal 

 

Soro de coelho imunizado com a proteína recombinante rP22 foi utilizado em ensaios 

de imunolocalização da proteína P22 nativa, por microscopia confocal, em cortes 

histológicos de vermes adultos macho e fêmea de S. mansoni. O resultado evidenciou a 

localização e a elevada expressão da P22 nativa (verde) ao longo de toda porção 

tegumentar do macho e da fêmea de S. mansoni (Figuras 18D-N). Nenhuma fluorescência 

foi detectada em cortes incubados com soro de coelho pré-imune (Figuras 18A-C). 

A localização da P22 no ovo de Schistosoma também foi verificada. Cortes 

histológicos de fígado de camundongos infectados com S. mansoni foram incubados com 

soro de coelho anti-rP22. Uma forte marcação (verde) foi detectada nas regiões de 

granuloma, onde se encontravam os ovos de Schistosoma e era proveniente da ligação dos 

anticorpos anti-P22 à superfície das larvas miracídio no interior dos ovos (Figuras 18T-V), 

demonstrando que a proteína P22 também é um componente do tegumento da larva 

miracídio. Também não ocorreu marcação nos cortes incubados com soro de coelho pré-

imune (Figuras 18O-R). 

 



Resultados 

 

 

81 

Figure 18: Ensaio de imunolocalização da proteína rP22 por microscopia confocal. Imagens de 

microscopia confocal e de contraste de fase correspondentes de machos (A-J) e fêmeas (K-N) de 

verme adulto, e miracídios (O-U) dentro dos ovos de S. mansoni são mostradas. Anticorpos 

policlonais anti-P22 e anticorpos de cabra anti-Ig de coelho acoplados a Alexa 488 (verde) foram 

utilizados para a detecção da fluorescência da P22 nativa. Soro pré-imune de coelho foi usado como 

controle negativo para o verme adulto (A-C) e miracídio (O-R). Hoescht (azul) foi usado para a 

visualização do núcleo celular (H, J, L,N, P e R). 
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PARTE II: UTILIZAÇÃO DAS PROTEÍNAS RECOMBINANTES NA FORMULAÇÃO DE 

UMA VACINA NA ESQUISTOSSOMOSE EXPERIMENTAL 

 

5.6 Determinação dos níveis de proteção 

 

Para avaliar o efeito da imunização com as proteínas recombinantes rP22 e rP44, 

individualmente ou combinadas, na esquistossomose experimental, camundongos C57BL/6 

foram desafiados após 15 dias da última imunização. A perfusão dos animais, após 60 dias 

de infecção, mostrou que a imunização com as proteínas rP22, rP44 ou a combinação das 

duas proteínas promoveu uma redução do número de vermes recuperados, em relação aos 

animais que receberam unicamente adjuvante (Tabela 3). O grupo imunizado com SWAP 

também exibiu uma redução significativa do número de vermes. A porcentagem de proteção 

calculada em função do número de vermes recuperados no grupo adjuvante foi 

significativamente maior nos animais vacinados com as proteínas recombinantes rP22, rP44 

ou com a combinação das mesmas. A contagem do número de ovos retidos no fígado dos 

animais também foi determinada. Para essa análise, os fígados foram coletados, após 60 

dias de infecção, e uma porção representativa do fígado dos animais (todo o lobo esquerdo) 

foi pesada e digerida individualmente em solução de KOH 5% para a obtenção dos ovos. Os 

dados obtidos foram expressos em número de ovos por unidade de peso (g) de tecido 

hepático e a taxa de redução do número de ovos também foi estimada. Através dos 

resultados mostrados na Tabela 3, é possível verificar que somente o grupo imunizado com 

a associação das proteínas rP22 e rP44 foi capaz de reduzir significativamente o número de 

ovos por grama de tecido hepático em relação aos grupos Salina, Adjuvante, SWAP e rP44. 

O grupo imunizado com a proteína rP22 reduziu significativamente o número de ovos retidos 

no fígado com relação ao grupo Salina, mas não apresentou diferença significativa quando 

comparado ao grupo Adjuvante. 
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Tabela 3: Efeito protetor induzido pelas diferentes formulações vacinais 

 

Grupos Número de vermes 
recuperados 

(Média  Desvio Padrão) 

Número de ovos/g de 
tecido hepático       

(Média  Desvio Padrão) 

Salina 12.0  1.3 6580  454.7 

Adjuvante (ADJ) 10.8  1.6 5783  800.5 

SWAP  6.8  1.6* (37%)
a
 5299  869 (8.4%)

b
 

rP22  5.3  1.8* (51%)
a
 4481  857.2 (22.5%)

b
 

rP44 5.6  2.1* (48%)
a
 5157  1019 (10.8%)

b
 

Duas Proteínas (DP) 5.2  2.2* (52%)
a
 3381 1174*# (41,5%)

b
 

 

a 
Representa a porcentagem de redução do número de vermes em relação ao grupo ADJ.  

b 
Representa a porcentagem de redução do número de ovos/g de tecido hepático. 

* Estatisticamente significativo quando comparado aos grupos ADJ e Salina (p<0.05).  

# 
Estatisticamente significativo quando comparado aos grupos ADJ, Salina, SWAP e rP44 (p<0.05) 
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5.7 Efeito da imunização sobre o granuloma hepático 

 

O fígado dos animais imunizados e infectados foi removido para análise histológica, 

quantificação da área dos granulomas e da fibrose nesse tecido. A quantificação da área 

dos granulomas foi feita através do programa MacBiophotonics ImageJ, em cortes 

histológicos corados com hematoxilina-eosina, e a quantificação da área de fibrose foi 

avaliada através do mesmo programa, em cortes histológicos corados com Tricromo de 

Masson. Tanto a análise histológica (Figura 19) quanto a análise quantitativa (Figura 20A) 

mostraram que os fígados dos animais imunizados com a rP22 apresentaram uma redução 

significativa da área dos granulomas hepáticos em relação ao grupo Adjuvante. As 

formulações vacinais contendo SWAP, rP44 e as duas proteínas produziram menores 

granulomas, mas não tão reduzidos quanto os evidenciados nos cortes histológicos dos 

animais que receberam a formulação contendo a rP22. A análise de fibrose mostrou que os 

animais vacinados com a proteína rP22 também exibiram as menores áreas de fibrose 

quando comparada ao grupo Adjuvante, Salina, SWAP e rP44 (Figura 20B). Houve uma 

redução da área de fibrose no fígado dos animais vacinados com SWAP, rP44 ou com a 

combinação de rP22 e rP44 em relação ao grupo Adjuvante. Não houve diferença 

significativa da área de fibrose entre os grupos SWAP e rP44 assim como não houve 

diferença significativa entre os grupos rP22 e Duas Proteínas. 
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Figura 19: Fotomicrografia dos granulomas hepáticos de camundongos C57BL/6 desafiados 

com 25 cercárias de S. mansoni, após 60 dias de infecção. Os cortes histológicos de fígado foram 

corados com hematoxilina-eosina (A, C, E, G, I e KI) ou Tricromo de Masson (B, D, F, H, J e L) para 

evidenciar o tamanho dos granulomas e a área de fibrose, respectivamente. Cortes histológicos dos 

grupos (A e B) controle - camundongos não imunizados que receberam somente salina; (C e D) grupo 

ADJ - camundongos que receberam somente adjuvante; (E e F) SWAP - camundongos imunizados 

com SWAP; (G e H) rP22 - camundongos imunizados com rP22; (I e J) rP44 - camundongos 

imunizados com rP44; (K e L) DP - camundongos imunizados com a combinação das proteínas rP22 

e rP44. A barra preta indica a escala da foto e equivale a 150 m.  
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Figura 20: Medida da área do granuloma e da área de fibrose hepática em camundongos 

C57BL/6 8 semanas após a infecção desafio. (A) Distribuição do tamanho do granuloma e (B) da 

área de fibrose em cortes histológicos de fígado de camundongos não imunizados (grupo que 

recebeu somente salina); camundongos que receberam somente adjuvante (ADJ); e camundongos 

imunizados com SWAP, rP22, rP44 ou as duas proteínas (DP). Os resultados representam a média 

de aproximadamente 100 granulomas ( m
2
) por grupo de sete animais, obtidas a partir de 

morfometria digital.* Estatisticamente significativo quando comparado ao grupo adjuvante (p<0.05). 
# 

Estatisticamente significativo quando comparado ao grupo SWAP (p<0.05)  
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5.8 Perfil de citocinas induzido pela vacinação com as proteínas recombinantes 

 

Para se verificar o perfil de citocinas induzido pela imunização com as proteínas rP22 

e rP44, individualmente ou combinadas, os baços de camundongos imunizados e 

desafiados foram extraídos e macerados para a obtenção de esplenócitos, que foram 

mantidos em cultura, em meio RPMI completo, na presença de vários estímulos. 

Esplenócitos foram plaqueados, na presença de: 5 g de SWAP, 5 g de rP22, 5 g de rP44, 

2.5 g de rP22 + 2.5 g de rP44 ou 1.6 g de ConA. Os sobrenadantes da cultura de 

esplenócitos foram coletados, após 24 horas, para a dosagem de TNF- , e após 72 horas, 

para a dosagem de IFN- , IL-4, IL-10 e TGF- , utilizando kit de ELISA Duoset (R&D 

Systems, EUA). 

A partir da análise de produção de IFN- , foi possível verificar que esplenócitos de 

animais imunizados dos grupos rP22, rP44 ou Duas Proteínas (DP) apresentaram elevados 

níveis dessa citocina quando foram estimulados com rP22, SWAP e DP em relação aos 

esplenócitos não estimulados (controle). Também ocorreu uma produção significativa de 

IFN-  por esplenócitos de animais imunizados com rP44 e estimulados em cultura com essa 

mesma proteína. Os maiores níveis de IFN-  foram detectados em sobrenadante de 

esplenócitos estimulados in vitro com a proteína rP22, em todos os grupos imunizados 

(Figura 21). 

Com relação à citocina TNF- , foi detectada a produção significativa dessa citocina 

no sobrenadante de cultura de esplenócitos estimulados com rP22 e DP de todos os grupos 

imunizados. Níveis significativos de TNF-  também foram detectados quando o esplenócitos 

do grupo rP44 foram estimulados in vitro com essa proteína (Figura 22). 

Os valores obtidos na detecção de IL-4 mostraram que essa citocina foi produzida 

em níveis significativos somente quando os esplenócitos dos grupos rP22 e DP foram 

estimulados in vitro com SWAP. Não houve produção significativa de IL-4 em relação ao 

controle de esplenócitos não estimulados no grupo imunizado com rP44 (Figura 23). 
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A produção da citocina IL-10 foi significativa elevada na presença de SWAP, rP22 ou 

DP na cultura de esplenócitos de todos os grupos de camundongos imunizados. O nível de 

IL-10, na presença de rP44, só foi significativamente diferente do controle no grupo 

imunizado com a proteína rP44 (Figura 24). 

A citocina TGF-  também foi detectada no sobrenadante da cultura celular de 

esplenócitos, mas não apresentou diferença significativa em relação ao controle de células 

não estimuladas em nenhum dos grupos imunizados (Figura 25). 

 

 

Figura 21: Nível de IFN-  presente no sobrenadante de cultura de esplenócitos de 

camundongos imunizados com rP22, rP44 ou Duas Proteínas. Os camundongos C57BL/6 foram 

desafiados e, após 60 dias de infecção, foi realizada a esplenectomia e 5 x 10
6
 células/poço foram 

incubadas em meio RPMI completo por 72h, a 37
o
 C e 5% CO2. As células de foram colocadas na 

presença de SWAP, rP22, rP44 ou a combinação de rP22 e rP44 (DP). * Significativamente diferente 

quando comparado ao controle de esplenócitos não estimulados in vitro (P<0.05). 
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Figura 22: Nível de TNF-  presente no sobrenadante de cultura de esplenócitos de 

camundongos imunizados com rP22, rP44 ou Duas Proteínas. Os camundongos C57BL/6 foram 

desafiados e, após 60 dias de infecção, foi realizada a esplenectomia e 5 x 10
6
 células/poço foram 

incubadas em meio RPMI completo por 24h, a 37
o
 C e 5% CO2. As células de foram colocadas na 

presença de SWAP, rP22, rP44 ou a combinação de rP22 e rP44 (DP). * Significativamente diferente 

quando comparado ao controle de esplenócitos não estimulados in vitro (P<0.05). 

 

 

Figura 23: Nível de IL-4 presente no sobrenadante de cultura de esplenócitos de camundongos 

imunizados com rP22, rP44 ou Duas Proteínas. Os camundongos C57BL/6 foram desafiados e, 

após 60 dias de infecção, foi realizada a esplenectomia e 5 x 10
6
 células/poço foram incubadas em 

meio RPMI completo por 72h, a 37
o
 C e 5% CO2. As células de foram colocadas na presença de 

SWAP, rP22, rP44 ou a combinação de rP22 e rP44 (DP). * Significativamente diferente quando 

comparado ao controle de esplenócitos não estimulados in vitro (P<0.05). 
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Figura 24: Nível de IL-10 presente no sobrenadante de cultura de esplenócitos de 

camundongos imunizados com rP22, rP44 ou Duas Proteínas. Os camundongos C57BL/6 foram 

desafiados e, após 60 dias de infecção, foi realizada a esplenectomia e 5 x 10
6
 células/poço foram 

incubadas em meio RPMI completo por 72h, a 37
o
 C e 5% CO2. As células de foram colocadas na 

presença de SWAP, rP22, rP44 ou a combinação de rP22 e rP44 (DP). * Significativamente diferente 

quando comparado ao controle de esplenócitos não estimulados in vitro (P<0.05). 

 

 

Figura 25: Nível de TGF-  presente no sobrenadante de cultura de esplenócitos de 

camundongos imunizados com rP22, rP44 ou Duas Proteínas. Os camundongos C57BL/6 foram 

desafiados e, após 60 dias de infecção, foi realizada a esplenectomia e 5 x 10
6
 células/poço foram 

incubadas em meio RPMI completo por 72h, a 37
o
 C e 5% CO2. As células de foram colocadas na 

presença de SWAP, rP22, rP44 ou a combinação de rP22 e rP44 (DP). * Significativamente diferente 

quando comparado ao controle de esplenócitos não estimulados in vitro (P<0.05). 
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5.9 Efeito das proteínas recombinantes na proliferação celular 

 

 Para avaliar o efeito das proteínas rP22 e rP44, combinadas ou individuais, na 

proliferação celular, esplenócitos extraídos de baços de camundongos imunizados com 

rP22, rP44 ou com as duas proteínas (DP), e posteriormente infectados, foram mantidos em 

cultura, em meio RPMI completo, na presença dos estímulos rP22, SWAP, rP44, DP ou 

ConA; ou mantidos em cultura na ausência de estímulo antigênico. Após 96 horas, foi 

adicionado MTT às culturas celulares e realizada a detecção do metabólito formazan no 

sobrenadante de cultura por espectrofotometria, a 550nm. A Figura 26 mostra a proliferação 

de esplenócitos provenientes dos grupos de camundongos imunizados frente aos antígenos 

de Schistosoma. O índice de proliferação (IP) dos esplenócitos de cada animal e para cada 

estímulo foi calculado.  

A comparação entre os diferentes estímulos em cada grupo analisado revelou que o 

índice de proliferação foi menor quando as culturas celulares foram estimuladas in vitro com 

rP22 em relação aos estímulos SWAP, rP44 e ConA, em todos os grupos experimentais. 

Comparando-se o índice de proliferação para um mesmo estímulo, mas em grupos 

diferentes, verificou-se que a proliferação das células estimuladas com rP22 foi 

estatisticamente maior no grupo imunizado com essa mesma proteína ou com a combinação 

de rP22 e rP44. A proliferação dos esplenócitos na presença de rP44 só foi estatisticamente 

maior do que a proliferação detectada para o mesmo estímulo no grupo Salina. A 

proliferação celular em resposta à adição do antígeno SWAP na cultura foi maior nos grupos 

rP22, rP44 e DP quando comparada aos grupos Salina e Adjuvante (ADJ). 
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Figura 26: Proliferação de esplenócitos induzida por antígenos de S. mansoni. 1,0 x 10
6
 

células/poço foram cultivadas em placas de 96 poços sem estímulo antigênico ou com SWAP, rP22, 

rP44, Duas Proteínas ou ConA, por 96 horas, a 37º C, e 5% CO2. Solução de MTT (5mg/mL de PBS) 

foi adicionada às placas e as mesmas foram incubadas a 37º C, 5% de CO2, durante 4 horas. Os 

cristais formados foram solubilizados com a adição de solução de SDS/ HCl 10%. O índice de 

proliferação (IP) foi calculado de acordo com a equação – IP = (OD550 de células na presença de 

estímulo/ OD550 de células na ausência de estímulo). Os valores representam a média dos IPs  

desvio padrão de 7 animais por grupo. * Estatisticamente significativo quando comparado aos 

estímulos SWAP, rP44 e conA no mesmo grupo experimental (p<0.05). 
# 
Estatisticamente significativo 

quando comparado ao grupo Salina (p<0.05) 
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5.10 Avaliação da resposta imune humoral através de ELISA 

 

A produção de anticorpos IgG específicos anti-rP22 (Figura 27A) e anti-rP44 (Figura 

27B) em camundongos imunizados e posteriormente desafiados foi avaliada por ELISA. 

Após três imunizações (dias 0, 15 e 30), níveis significativos de anticorpos IgG anti-rP22 e 

anti-rP44 foram detectados nos soros dos animais imunizados com essas proteínas. Os 

outros grupos não apresentaram níveis significativos de anticorpos contra essas proteínas 

(Figura 27).  

Uma vez que a imunização com as proteínas rP22 e rP44 induziu a produção de 

altos níveis de IgG contra as mesmas, foram realizados ensaios de ELISA utilizando soros 

de animais imunizados com as proteínas recombinantes, juntas ou separadas, para 

determinar quais subclasses de IgG eram predominantes. O resultado encontra-se nas 

figuras 28 (anticorpos anti-rP22) e 29 (anticorpos anti-rP44). Níveis significativos de 

anticorpos específicos IgG1 e IgG2a anti-rP22 foram detectados nos soros dos 

camundongos imunizados com a rP22 até 90 dias após a primeira imunização (tempo 0) e a 

vacinação dos animais com a rP22 induziu a produção de níveis mais altos de IgG1 do que 

de IgG2a (Figuras 28A e B). Níveis significativos de anticorpos específicos IgG1 e IgG2a 

anti-rP44 também foram detectados nos soros de camundongos imunizados com essa 

proteína. Os níveis de IgG1 anti-rP44 se mantiveram elevados nos soros dos animais até 90 

dias após a primeira imunização e foram produzidos em maior proporção quando 

comparados aos níveis de IgG2a. Os níveis de IgG2a, apesar de sofrerem um aumento 

após a vacinação, só se mantiveram significativamente elevados até 75 dias da primeira 

imunização (Figuras 29A e B). Os animais imunizados com a combinação das proteínas 

também produziram níveis significativos de anticorpos específicos IgG1 e IgG2a, sendo que 

os níveis de IgG1 foram mais elevados que os de IgG2a tanto para anticorpos anti-rP22 

quanto para anticorpos anti-rP44. Os níveis de IgG1 e IgG2a anti-rP22 foram maiores que 

os níveis detectados de IgG1 e IgG2a anti-rP44. 
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Figura 27: Detecção de anticorpos anti-rP22 e anti-rP44 em soros de camundongos imunizados 

com antígenos de S. mansoni. Soros de camundongos imunizados com rP22, rP44, SWAP ou Duas 

Proteínas e, posteriormente desafiados, foram utilizados em ensaios de ELISA na diluição de 1/800 

para a detecção dos anticorpos IgG anti-rP22 (A) e anti-rP44 (B). Cada ponto representa a média e o 

desvio padrão da DO do soro de cinco animais de cada grupo em cada ponto. Para o ensaio, foi 

utilizado 1 g/poço da placa sensibilizada com rP22 (A) ou rP44 (B). * Estatisticamente significativo 

quando comparado aos grupos Salina, ADJ, SWAP, rP44. 
# 

Estatisticamente significativo quando 

comparado aos grupos Salina, ADJ, SWAP, rP22. 
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  Figura 28: Detecção de anticorpos anti-rP22 em soros de camundongos imunizados com 

antígenos de S. mansoni. Soros de camundongos imunizados com rP22, rP44, SWAP ou Duas 

Proteínas e, posteriormente desafiados, foram utilizados em ensaios de ELISA na diluição de 1/400 

para a detecção das subclasses IgG1(A) e IgG2a (B). Cada ponto representa a média e o desvio 

padrão do soro de cinco animais de cada grupo em cada ponto. Para o ensaio, foi utilizado 1 g/poço 

da placa sensibilizada com rP22. * Estatisticamente significativo quando comparado aos grupos 

Salina, ADJ, SWAP, e rP44.  
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  Figura 29: Detecção de anticorpos anti-rP44 em soros de camundongos imunizados com 

antígenos de S. mansoni. Soros de camundongos imunizados com rP22, rP44, SWAP ou Duas 

Proteínas e, posteriormente desafiados, foram utilizados em ensaios de ELISA na diluição de 1/400 

para a detecção das subclasses IgG1(A) e IgG2a (B). Cada ponto representa a média e o desvio 

padrão do soro de cinco animais de cada grupo em cada ponto. Para o ensaio, foi utilizado 1 g/poço 

da placa sensibilizada com rP44. * Estatisticamente significativo quando comparado aos grupos 

Salina, ADJ, SWAP, e rP22.  
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PARTE III: PREDIÇÃO DE EPÍTOPOS LINEARES DE LINFÓCITOS B DAS 

PROTEÍNAS rP22 E rP44 RECOMBINANTES E AVALIAÇÃO DA REATIVIDADE DOS 

SOROS FRENTE AOS PEPTÍDEOS SELECIONADOS 

 

5.11 Predição de epítopos lineares de linfócitos B 

Para determinar os principais epítopos das proteínas rP22 e rP44 envolvidos no 

reconhecimento por anticorpos durante a infecção por S. mansoni, foi realizada uma análise 

dos possíveis epítopos de células B encontrados nas seqüências. As seqüências de 

aminoácidos das proteínas rP22 e rP44 foram submetidas à análise no programa “on-line” 

“Bcepred” no site http://www.imtech.res.in/raghava/bcepred/. O programa avalia várias 

propriedades físico-químicas como hidrofobicidade, acessibilidade, superfície exposta, 

propensão antigênica, flexibilidade, voltas e polaridade. A predição final dos epítopos é o 

resultado da combinação das propriedades de hidrofobicidade, flexibilidade, polaridade e 

superfície exposta, através do cruzamento de informações pelo método de redes neurais, 

que utiliza o banco de dados de epítopos de linfócitos B (BCIPEP). A Tabela 4 contém as 

seqüências dos peptídeos selecionados com o auxilio do servidor Bcepred. 
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Tabela 4: Predição de epítopos de linfócitos B presentes nas estruturas das proteínas rP22 e rP44 de S. 

mansoni 

Epítopos da proteína rP22 Epítopos da proteína rP44 

  
Posição na 
estrutura 
primária 

  
Posição na 
estrutura 
primária 

1.  RGLGLKQNEMRIERNH 64 - 80 1.  ERNIIPGIKVDKGVVP 100 - 116 

2.  FKDIYNEVKKDPDMNK 114 - 130 2.  LSGGQSELDATKNLNE 271 - 287 

3.  GVSIIASTMPKPKQVE 94 -110 3.  AEYWRLGCRFAKWRCV 136 - 152 

4.  DETVETSKLSESCRKE 20 - 36 4.  PGPKPWALTFSFGRAL 291 - 307 

5.  SGREQSLPEGVSIIAS 85 - 101 5.  PNMVTAGQACKKAYTP 231 - 247 

6.  KSELERRYGRVWQVNA 135 - 151 6.  GKGILAADESTATMGK 27 - 43 

7.  EKFIQTYLTLLRDGDE 6 - 22 7.  ACKKAYTPQENALATV 239 - 255 

8.  VNEWIALFDVDKDQKI 42 - 58 8.  LFEETLHQKSDDGKTL 79 - 95 

9.  SESCRKEKLDMKQVNE 29 - 45 9.  AQAICAPGKGILAADE 20 - 36 

10.  FQSIQFQYDNKIILAW 164 - 180 10.  SDDGKTLPTLLAERNI 88 - 104 

11.  YWASFSHEPFQSIQFQ 155 - 171 11.  GIKVDKGVVPLAGTDN 106 - 122 

12.  VNAVTHSYWASFSHEP 148 - 164 12.  LATWKGKKENVHAAQE 311 - 327 

13.  RNHIKTVQSGREQSLP 77 - 93 13.  QQIGVENNEENRRLYR 45 - 61 

14.  NEMRIERNHIKTVQSG 71 - 87 14.  VHAAQEELLKLAKANG 321 - 337 

15.  KDQKITFEEFCRGLGL 53 - 69 15.  EGTLLKPNMVTAGQAC 225 - 241 

16.  PKQVEVTQLFKDIYNE 105 - 121 16.  PLAGTDNETTTQGLDD 115 - 131 

   17.  LVPIVEPEVLPDGDHD 183 - 199 

   18.  SSHTPSYLAMLENANV 155 - 171 

   19.  VLARYASICQQNGLVP 170 - 186 

   20.  LNEINKIPGPKPWALT 284 - 300 

   21.  NETTTQGLDDLASRCA 121 - 137 

   22.  AQENDLRRIAQAICAP 11 - 27 

   23.  FEGNMGTTLGDKSLFV 343 - 359 

   24.  KALADHHVYLEGTLLK 215 - 241 

   25.  RALQRTVPPAVPGITF 255 - 271 

   26.  ATMGKRLQQIGVENNE 38 - 54 

   27.  CRFAKWRCVLKISSHT 299 - 315 

   28.  AKANGAAAVGKFEGNM 143 - 159 
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5.12 Reatividade dos soros murinos aos componentes peptídicos de rP22 e rP44 

 

Para se verificar o reconhecimento dos prováveis epítopos lineares de linfócitos B 

derivados das proteínas p22 e p44 de S. mansoni, os peptídeos selecionados foram 

preparados através de “spot”-síntese em membrana de celulose e testados na presença dos 

soros de camundongos imunizados com as proteínas rP22 e rP44. Como controle da 

reação, foi utilizado o pool de soros de animais imunizados somente com adjuvante. O 

“pool” de soros de cada grupo de camundongos e do grupo controle foi colocado em contato 

com a membrana de spot na diluição de 1:500 e o resultado é mostrado nas Figuras 30 e 

32. A quantificação da intensidade da reação foi feita através do programa MacBiophotonics 

ImageJ pela medida em “pixels” da área dos “spots”. Após a primeira reação utilizando a 

membrana de celulose, alguns “spots” permaneceram marcados, mesmo após o processo 

de regeneração e, portanto, foi descontado o valor em pixels dos spots que permaneceram 

marcados em todas as análises posteriores. 

Os “spots” da rP22 que apresentaram maior reatividade frente ao pool de soros dos 

animais imunizados foram os de números 1, 2, 3, 6, 10, 11, 13, 14 e 16 (intensidade maior 

que 50 pixels) (Figuras 30B e C). A identificação dos peptídeos mais reativos dentro 

estrutura primária da rP22 mostrou que a posição deles coincide quase completamente com 

o domínio da cadeia leve de díneina presente nessa proteína (Figura 31), e pequena porção 

C-terminal do motivo “mão-EF” coincide com o peptídeo 1. Não foi possível verificar a 

posição desses peptídeos na estrutura espacial da proteína rP22, já que estrutura terciária 

de nenhuma proteína semelhante a ela foi descrita.  Não ocorreu reação dos soros de 

animais que receberam somente adjuvante contra os peptídeos da rP22 (Figura 30A). 
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Figura 30: Reatividade dos soros de camundongos aos peptídeos derivados da proteína rP22 

após a imunização. O pool de soros de 7 camundongos imunizados com a rP22 foi testado em 

membrana de celulose com peptídeos da rP22 covalentemente ligados na diluição de 1/500. (A) 

Controle negativo – membrana testada com soro de animais que receberam somente adjuvante. (B) 

Membrana testada com o “pool” de soros de camundongos imunizados com a rP22. A reatividade foi 

detectada através da ligação do anticorpo anti-Ig murino acoplado à enzima fosfatase alcalina 

(diluição 1:3000) e quantificada através do programa ImageJ (C). O valor em pixels obtido para cada 

spot em (A) foi descontado do valor obtido em (B) e representado em (C). Cada barra representa a 

média em pixels/área da duplicata de spots de um mesmo peptídeo. 

 

A 

B 

C 
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rP22    MDSPMEKFIQTYLTLLRDGDETVETSKLSESCRKEKLDMKQVNEWIALFDVDKDQKITFE 60 

Sm21.7  MDSPMEKFIQTYLTLLRDGDETVETSKLSESCRKEKLDMKQVNEWIALFDVDKDQKITFE 60 

        ************************************************************ 

 

rP22    EFCRGLGLKQNEMRIERNHIKTVQSGREQSLPEGVSIIASTMPKPKQVEVTQLFKDIYNE 120 

Sm21.7  EFCRGLGLKQNEMRIERNHIKTVQSGREQSLPEGVSIIASTMPKPKQVEVTQLFKDIYNE 120 

        ************************************************************ 

 

rP22    VKKDPDMNKVVKTFKSELERRYGRVWQVNAVTHSYWASFSHEPFQSIQFQYDNKIILAWR 180 

Sm21.7  VKKDPDMNKVVKTFKSELERRYGRVWQVNAVTHSYWASFSHEPFQSIQFQYDNKIILAWR 180 

        ************************************************************ 

 

rP22    TPSN 184 

Sm21.7  TPSN 184 

        **** 

 

Figura 31: Localização dos peptídeos mais reativos ao soro de animais imunizados com a 

proteína rP22. As sequências das proteínas rP22 e Sm21.7 (N° referência NCBI: XP_002569898) 

foram alinhadas utilizando o programa ClustalW. Os números ao final de cada linha indicam a posição 

dos resíduos de aminoácidos em cada proteína. A região que corresponde aos peptídeos mais 

reconhecidos pelo “pool” de soro de animais imunizados com a rP22 está destacada em amarelo e 

coincide quase completamente à região que corresponde ao domínio da cadeia leve da dineína 

(região sublinhada). Cada peptídeo está identificado por chave na estrutura da rP22 ou Sm 21.7. O 

domínio “mão-EF” está destacado em vermelho. (*) Resíduos de aminoácidos idênticos em todas as 

sequências alinhadas. 

1 14 13 3 

6 

2 

2 10 

16 

11 
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Os peptídeos mais reativos da proteína rP44 aos soros de camundongos imunizados 

com essa proteína foram os de números 1, 4, 5, 12, 13, 14, 21, 25 26 e 27 (intensidade 

maior que 50 pixels) (Figura 32B e C). Também não ocorreu reação dos soros de animais 

que receberam somente adjuvante contra os peptídeos da rP44 (Figura 32A). 

O alinhamento das sequências protéicas da rP44 e da frutose-bifosfato aldolase 

humana (HsALDOC) mostrou que a maior parte das regiões peptídicas mais reconhecidas 

pelo soro anti-rP44 apresenta alta % de identidade com a proteína humana, com exceção 

dos peptídeos de números 12 e 14 que apresentam identidade menor ou igual a 50% 

(Tabela 5 e Figura 33).  

A localização dos peptídeos mais reativos na estrutura primária da rP44 mostrou que 

as sequências peptídicas de números 4, 26 e 27 coincidem com as regiões onde se 

encontram resíduos de aminoácidos que formam o sítio ativo da enzima e o peptídeo 5 está 

localizado imediatamente após o resíduo catalítico da enzima na sequência primária da 

rP44. 

Outro parâmetro analisado foi a determinação da posição dos epítopos reativos ao 

soro anti-rP44 na estrutura espacial da proteína rP44. Para essa análise foi utilizado o 

programa SwissPdbViewer (http://swissmodel.expasy.org/). Utilizando como modelo 

espacial, a estrutura cristalina da cadeia A do tetrâmero da frutose-bifosfato aldolase 

cerebral humana (isoenzima C) (código PDB: 1XFB), que possui 67% de identidade com a 

sequência da rP44, foi possível verificar que os peptídeos reativos de números 12, 13, 14, 

21 e 26 se encontram em regiões de -hélice e alças na superfície da molécula. Os 

peptídeos de números 1, 4, 5, 25 e 27 são componentes de regiões de folhas  que formam 

a estrutura de TIM barril presente na estrutura da molécula e que está relacionada à sua 

atividade enzimática, uma vez que abriga os resíduos do domínio catalítico (Figura 34). 

Alguns peptídeos apresentam mais de um tipo de estrutura, como é o caso do peptídeo 4, 5 

e 25. 
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Figura 32: Reatividade dos soros de camundongos aos peptídeos derivados da proteína rP44 

após a imunização. O pool de soros de 7 camundongos imunizados com a rP44 foi testado em 

membrana de celulose com peptídeos da rP44 covalentemente ligados na diluição de 1/500. (A) 

Controle negativo – membrana testada com soro de animais que receberam somente adjuvante. (B) 

Membrana testada com o “pool” de soros de camundongos imunizados com a rP44. A reatividade foi 

detectada através da ligação do anticorpo anti-Ig murino acoplado à enzima fosfatase alcalina 

(diluição 1:3000) e quantificada através do programa ImageJ (C). O valor em pixels obtido para cada 

spot em (A) foi descontado do valor obtido em (B) e representado em (C). Cada barra representa a 

média em pixels/área da duplicata de “spots” de um mesmo peptídeo. 

 

A 

B 
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Tabela 5: Parâmetros associados aos peptídeos reativos ao soro anti-rP44 e presentes na estrutura 

da proteína rP44 

 

 

Peptídeos 

(N
o
) 

Epítopos dominantes % de identidade com 

Frutose-bifosfato 

aldolase C humana 

Número de resíduos de 

aminoácidos que formam 

os domínios do sítio ativo 

1 ERNIIPGIKVDKGVVP 68.75 - 

4 PGPKPWALTFSFGRAL 82.25 3 

5 PNMVTAGQACKKAYTP 68.75 - 

12 LATWKGKKENVHAAQE 37.5 - 

13 QQIGVENNEENRRLYR 87.5 - 

14 VHAAQEELLKLAKANG 50 - 

21 NETTTQGLDDLASRCA 75 - 

25 RALQRTVPPAVPGITF 82.75 - 

26 ATMGKRLQQIGVENNE 68.25 1 

27 CRFAKWRCVLKISSHT 75 2 
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rP44        MSRFQPYLTEAQENDLRRIAQAICAPGKGILAADESTATMGKRLQQIGVENNEENRRLYR 60 
HsALDOC     MPHSYPALSAEQKKELSDIALRIVAPGKGILAADESVGSMAKRLSQIGVENTEENRRLYR 60 

            *.:  * *:  *:::*  **  * ************..:*.***.******.******** 

 

rP44       QLLFSADHKLAENISGVILFEETLHQKSDDGKTLPTLLAERNIIPGIKVDKGVVPLAGTD 120 

HsALDOC    QVLFSADDRVKKCIGGVIFFHETLYQKDDNGVPFVRTIQDKGIVVGIKVDKGVVPLAGTD 120 

           *:*****.:: : *.***:*.***:**.*:* .:   : ::.*: *************** 

 

rP44       NETTTQGLDDLASRCAEYWRLGCRFAKWRCVLKISSHTPSYLAMLENANVLARYASICQQ 180 

HsALDOC    GETTTQGLDGLSERCAQYKKDGADFAKWRCVLKISERTPSALAILENANVLARYASICQQ 180 

           .********.*:.***:* : *. ***********.:*** **:**************** 

 

rP44       NGLVPIVEPEVLPDGDHDLLTAQRVTEQVLAFVYKALADHHVYLEGTLLKPNMVTAGQAC 240 

HsALDOC    NGIVPIVEPEILPDGDHDLKRCQYVTEKVLAAVYKALSDHHVYLEGTLLKPNMVTPGHAC 240 

           **:*******:********  .* ***:*** *****:*****************.*:** 

 

rP44       KKAYTPQENALATVRALQRTVPPAVPGITFLSGGQSELDATKNLNEINKIPGPKPWALTF 300 

HsALDOC    PIKYTPEEIAMATVTALRRTVPPAVPGVTFLSGGQSEEEASFNLNAINRCPLPRPWALTF 300 

              ***:* *:*** **:*********:********* :*: *** **: * *:****** 

 

rP44       SFGRALQASVLATWKGKKENVHAAQEELLKLAKANGAAAVGKFEGN-MGTTLGDKSLFVA 359 

HsALDOC    SYGRALQASALNAWRGQRDNAGAATEEFIKRAEVNGLAAQGKYEGSGEDGGAAAQSLYIA 360 

           *:*******.* :*:*:::*. ** **::* *:.** ** **:**.  .   . :**::* 

 

rP44       NHAY- 363 

HsALDOC    NHAYL 365 

        **** 

 

Figura 33: Alinhamento entre as proteínas rP44 e cadeia A da frutose-bifostato aldolase C de 

Homo sapiens (HsALDOC) e localização dos peptídeos mais reativos ao soro anti-rP44. As 

sequências das proteínas rP44 (N° referência NCBI: XP_002575564.1) e HsALDOC (N° referência 

NCBI: NP_005156.1) foram alinhadas utilizando o programa ClustalW. Os números ao final de cada 

linha indicam a posição dos resíduos de aminoácidos em cada proteína. Os resíduos de aminoácidos 

que formam os domínios do sítio ativo estão sublinhados e o resíduo catalítico está representado em 

vermelho. A região dos peptídeos mais reconhecidos pelo “pool” de soro de animais imunizados com 

a rP44 está destacada em amarelo e os peptídeos estão identificados por chaves. (*) Resíduos de 

aminoácidos idênticos em todas as sequências alinhadas. (:) Substituição conservativa e (.) 

substituição semiconservativa de resíduos de aminoácidos. 
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Figura 34: Localização dos peptídeos mais reativos ao soro anti-rP44 no modelo da estrutura 

cristalina da frutose-bifostato aldolase. (A) Representação da cadeia A da frutose-bifosfato 

aldolase C que foi utilizada na localização dos peptídeos da rP44 mais reativos ao soro anti-P44, 

destacados em amarelo, utilizando programa SwissPdbViewer. (B) No maior aumento pode-se 

visualizar o resíduo catalítico está representado em vermelho e as cadeias laterais dos resíduos de 

aminoácidos do domínio catalítico da enzima. 

 

 

A 
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5.13 Reatividade dos soros de pacientes esquistossomóticos aos epítopos preditos 

das proteínas estudadas 

 

Os peptídeos preditos como epítopos lineares de linfócitos B e preparados através 

de spot-síntese em membrana de celulose foram testados na presença dos soros de 

pacientes esquistossomóticos com diferentes formas clínicas: aguda, crônica intestinal, 

crônica hepatoesplênica. Como controle da reação, pool de soros de pacientes não 

infectados foi utilizado. Uma vez que o pool de soros de pacientes não infectados 

reconhecia os peptídeos presentes na membrana de forma fraca, com valores menores que 

25 pixels, foram considerados reativos somente os peptídeos que apresentassem valores de 

reatividade maiores que 50 pixels. O pool de soros de cada grupo de pacientes foi colocado 

em contato com a membrana de spot na diluição de 1:500. 

Os peptídeos derivados da proteína rP22, assim como os peptídeos derivados da 

proteína rP44, apresentaram um padrão de reconhecimento bastante variado frente aos os 

soros de pacientes com diferentes formas clínicas (Figuras 35 e 36). 
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Figura 35: Reatividade dos soros de pacientes esquistossomóticos aos peptídeos derivados 

da proteína rP22. A reatividade dos soros foi medida através do software Image J pela intensidade 

de cor dos spots correspondentes aos peptídeos da proteína rP22. (A) Pool de soros de pacientes 

não infectados com S. mansoni; ”pool” de soros de pacientes esquistossomóticos nas formas aguda 

(B), crônica intestinal (C) e crônica hepatoesplênica (D). A reação positiva foi detectada através da 

ligação do anticorpo anti-Ig humano acoplado à enzima fosfatase alcalina (diluição 1:5000). Cada 

barra representa a média em pixels/área da duplicata de spots de um mesmo peptídeo.  
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Figura 36: Reatividade dos soros de pacientes esquistossomóticos aos peptídeos derivados 

da proteína rP44. A reatividade dos soros foi medida através do software Image J pela intensidade 

de cor dos spots correspondentes aos peptídeos da proteína rP44. (A) Pool de soros de pacientes 

não infectados com S. mansoni; “pool” de soros de pacientes esquistossomóticos nas formas aguda 

(B), crônica intestinal (C) e crônica hepatoesplênica (D). A reação positiva foi detectada através da 

ligação do anticorpo anti-Ig humano acoplado à enzima fosfatase alcalina (diluição 1:5000). Cada 

barra representa a média em pixels/área da duplicata de spots de um mesmo peptídeo. 
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Através de análise comparativa entre os peptídeos da rP22 mais reconhecidos pelos 

soros de pacientes esquistossomóticos (Tabela 6) foi possível verificar que os peptídeos de 

números 6, 10, 11, 13, 14 e 16 são reconhecidos pelo pool de soros de todas as formas 

clínicas.  Já os peptídeos 4, 9, 12 e 15 reagiram somente com o soro de pacientes crônico 

intestinais. Os peptídeos 7 e 8 foram reconhecidos por soros de pacientes crônicos 

intestinais e hepatoesplênicos enquanto os peptídeos 1 e 3 reagiram somente com soros de 

pacientes agudos e crônicos intestinais.   

A comparação da reatividade dos soros de pacientes esquistossomóticos com a 

reatividade dos soros de camundongos imunizados com rP22 frente aos peptídeos reativos 

dessa proteína mostrou que o peptídeo 2 só foi reconhecido pelo soro murino imunizado. 

Todos os outros peptídeos reativos ao soro anti-rP22 de camundongos imunizados foram 

reconhecidos em pelo menos dois pools de soros de formas clínicas diferentes. A 

reatividade dos soros ao peptídeo 5 foi menor que 50 pixels/área tanto em animais 

imunizados com a rP22 quanto em pacientes esquistossomóticos.  

A análise da reatividade dos soros de pacientes esquistossomóticos aos peptídeos 

da proteína rP44 mostrou que os peptídeos 3, 4 14, 20, 21, 25 e 26 foram reconhecidos pelo 

pool de soros de todas as formas clínicas (Tabela 7). O peptídeo 11 reagiu somente com o 

pool de soros de pacientes da forma aguda enquanto os peptídeos 13, 23 e 24 reagiram 

somente com o pool de soros de pacientes hepatoesplênicos.  Os peptídeos 1, 22 e 28 

reagiram tanto com os soros de pacientes agudos quanto com os soros de pacientes 

hepatoesplênicos, e o peptídeo 6 reagiu com soros de pacientes agudos e crônicos 

intestinais. Os peptídeos 19 e 27 reagiram com os soros de pacientes crônicos intestinais e 

hepatoesplênicos, mas não foram reativos aos soros de pacientes na forma aguda da 

esquistossomose. 

A reatividade dos soros de pacientes esquistossomóticos e dos soros de 

camundongos imunizados com rP44 frente aos peptídeos reativos dessa proteína também 

foi comparada. Todos os peptídeos reativos ao soro anti-rP44 de camundongos imunizados 
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foram reconhecidos em pelo menos dois pools de soros de formas clínicas diferentes. A 

reatividade dos soros aos peptídeos 7, 8, 9, 10, 16, 17 e 18 foi menor que 50 pixels/área 

tanto em animais imunizados com a rP44 quanto em pacientes esquistossomóticos. 

 

Tabela 6: Reconhecimento diferencial dos peptídeos derivados da proteína rP22  

Peptídeos Reatividade dos soros 

 
Camundongos 

imunizados com rP22 
Pacientes 

  Agudo Crônico intestinal Crônico hepatoesplênico 

1     

2     

3     

4     

5     
6     

7     

8     

9     

10     

11     

12     

13     
14     
15     

16     

Representa a reatividade do “pool” de soros acima de 50 pixels/área. 
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Tabela 7: Reconhecimento diferencial dos peptídeos derivados da proteína rP44 

Peptídeos Reatividade dos soros 

 
Camundongos 

imunizados com rP44 
Pacientes 

  Agudo Crônico intestinal Crônico hepatoesplênico 
1     
2     

3     
4     
5     
6     

7     

8     

9     

10     

11     

12     
13     
14     
15     

16     

17     

18     

19     
20     
21     

22     
23     
24     
25     
26     
27     
28     

Representa a reatividade do “pool” de soros acima de 50 pixels/área. 
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A esquistossomose é uma doença parasitária debilitante que representa um dos 

principais problemas de saúde pública em áreas endêmicas como África, América do Sul e 

sudeste asiático (Chitsulo et al., 2004; Schneider et al., 2011). Uma vez que os programas 

atuais de controle da esquistossomose utilizados para a redução da mortalidade e 

morbidade têm se mostrado inadequados, ou até mesmo ineficazes, há um consenso de 

que o desenvolvimento de uma vacina protetora apropriada seria uma ferramenta importante 

a ser conjugada às estratégias de controle vigentes. 

Inúmeras pesquisas têm buscado o desenvolvimento de uma vacina anti-

esquistossomótica através de ensaios de proteção que utilizam como antígenos vacinais 

preparações multiprotéicas obtidas de vários estádios de vida do S. mansoni. A purificação 

de antígenos nativos, assim como a produção de antígenos recombinantes, também são 

importantes alternativas utilizadas na busca de antígenos com potencial protetor na 

esquistossomose. Além disso, as recentes publicações do genoma de S. mansoni e de S. 

japonicum trouxeram à comunidade científica uma enorme quantidade de dados a serem 

explorados na pesquisa de novos candidatos à vacina (Berriman et al., 2009; Zhou et al., 

2009). Neste contexto, nosso laboratório identificou uma fração protéica protetora, 

conhecida como PIII, obtida a partir do fracionamento da preparação antigênica solúvel de 

verme adulto – SWAP. Além de reduzir a carga parasitária, a fração PIII também foi capaz 

de reduzir a área da inflamação granulomatosa em modelos murinos de imunização (Hirsch 

& Goes, 1996; Hirsch et al., 1997; Gustavson, S et al., 1998).  

A fração PIII de verme adulto de S. mansoni é composta por várias proteínas, sendo 

que algumas delas já foram isoladas e apresentaram diferentes graus de proteção e 

regulação da resposta granulomatosa descritas para fração de origem. As proteínas P24 e 

P35 nativas, além das proteínas P44 e P97 (paramiosina) recombinantes, são alguns dos 

componentes de PIII cujas atividades protetora e imunomoduladora já foram identificadas 

(Pearce et al., 1988; Gustavson, S et al., 1998; Zouain et al., 2000; Marques et al., 2008).    
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 O isolamento de clones presentes na biblioteca de cDNA de verme adulto utilizando 

soro anti-PIII possibilitou a identificação de sequências codificadoras de proteínas ainda 

pouco estudadas e que poderiam ser úteis na pesquisa por novos candidatos à vacina 

contra esquistossomose (Makarova et al., 2003). Uma das sequências identificadas 

correspondia à sequência codificadora da uma proteína de aproximadamente 22kDa, que foi 

denominada rP22. Outra sequência gênica identificada correspondia à proteína rP44, uma 

frutose 1,6-bifosfato aldolase. Considerando-se a necessidade de se desenvolver novas 

estratégias para o controle da esquistossomose, o presente trabalho visou estudar a 

resposta protetora individual ou combinada das proteínas rP22 e rP44 de S. mansoni na 

infecção experimental.   

Para a obtenção das proteínas foi utilizada a técnica de recombinação gênica. Os 

avanços da engenharia genética permitem a produção em larga escala de fragmentos 

protéicos de organismos complexos em bactérias, a partir da inserção de plasmídeos 

recombinantes. 

O plasmídio escolhido para a clonagem das sequências gênicas das proteínas rP22 

e rP44 foi o pET-DEST-42. Esse plasmídeo permite a obtenção das proteínas de interesse 

em fusão com uma cauda de histidina, o que facilita os processos posteriores de purificação 

(Hartley et al., 2000). 

As estratégias de clonagem, expressão e purificação adotadas permitiram a 

obtenção das proteínas puras com diferentes graus de rendimento, sendo que a proteína 

solúvel rP22 foi purificada em maiores quantidades que a proteína insolúvel rP44. Após a 

purificação, as proteínas foram utilizadas em ensaios de proteção. A proteína rP22, ainda 

pouco estudada quanto à sua função, estrutura e localização celular, foi utilizada em ensaios 

de determinação da sua estrutura secundária e em ensaios de imunolocalização. 

 Inicialmente, a sequência primária da proteína rP22 foi determinada e apresentou 

identidade completa com o antígeno Sm 21.7. A proteína Sm 21.7 foi descrita inicialmente 

por Francis e colaboradores (1992) e denominada como “antígeno dominante de vacina” 
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porque era reconhecida preferencialmente pelo soro de camundongo imunizado com 

cercárias irradiadas em relação ao soro de camundongo infectado.  

A proteína rP22 apresenta um domínio “mão EF” que se liga ao cálcio na sua 

estrutura entre os resíduos de aminoácidos 41 e 66. O domínio “mão EF” está presente em 

um grupo de antígenos parasitários importantes, tais como Sm 22.6 e Sm 21.6 (Fitzsimmons 

et al., 2007; Lopes et al., 2009). Essas proteínas são reconhecidas por anticorpos de 

camundongos imunizados com cercárias atenuadas e pelo soro de pacientes 

esquistossomóticos resistentes à reinfecção. Acredita-se que as proteínas com o motivo 

“mão EF” possam atuar como componentes do citoesqueleto ou estar envolvidas 

mecanismos de transdução de sinais e de divisão celular (Kim et al., 2011).  

A proteína rP22 também apresenta um domínio de cadeia leve de dineína na sua 

porção C-terminal, entre os resíduos de aminoácidos 81 e 181. Proteínas que contém esse 

domínio podem estar relacionadas às funções do citoesqueleto, tais como: a motilidade de 

vesículas e organelas, contração muscular e manutenção do arcabouço estrutural do 

tegumento do parasita (Braschi et al., 2006). 

O conhecimento da estrutura, função e localização das proteínas envolvidas em 

atividades essenciais às células pode contribuir grandemente para a identificação de novos 

alvos moleculares e no desenvolvimento de novos fármacos. Através dos ensaios de 

espalhamento dinâmico da luz (DLS) e dicroísmo circular (CD) foi possível determinar que a 

estrutura da proteína rP22 apresenta grande estabilidade térmica e se organiza na forma de 

um monômero composto por aproximadamente 30% de -hélices. Em temperaturas 

próximas a 60ºC, a porcentagem de regiões “random coil” aumenta na estrutura da rP22, e, 

concomitantemente, é verificada uma diminuição  na porcentagem de -hélices, sugerindo 

que a estrutura conformacional dessa proteína se mantém estável abaixo desse valor. 

Proteínas que possuem boa estabilidade física e apresentam estrutura monomérica podem 

ser mais facilmente utilizadas na preparação de formulações farmacêuticas, devido à 

redução na formação de agregados protéicos durante os processos de manipulação e 
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armazenamento. A formação de agregados protéicos em formulações protéicas de uso 

terapêutico ou profilático tem sido relacionada ao aparecimento de reações adversas 

(Malvern, 2011). Portanto, as características físicas da rP22 podem favorecer a sua possível 

utilização em formulações vacinais ou ensaios de imunodiagnóstico. 

 Além do estudo estrutural da rP22, foi determinada a localização dessa proteína nos 

tecidos de verme adulto e miracídio de S. mansoni. Por meio de análises de microscopia 

confocal verificou-se que a rP22 é uma proteína tegumentar altamente expressa na 

superfície de vermes adultos machos e fêmeas, além de ser muito expressa na superfície do 

mirácidio contido no ovo de S. mansoni. É interessante destacar que a proteína rP22 é um 

componente do tegumento, mas não é secretada pelas células e também não é uma 

proteína transmembrana, pois não apresenta região de peptídeo sinal nem domínio 

transmembrana em sua estrutura (Rezende et al., 2011). É provável que a rP22 seja uma 

proteína citoplasmática das células tegumentares de S. mansoni. Corroborando esses 

resultados, Braschi e colaboradores (2006) examinaram um grande número de proteínas 

tegumentares com domínio dineína, através de análises proteômicas, e concluíram que a 

camada imediatamente abaixo da membrana plasmática de células tegumentares é rica em 

homólogos de dineína que se organizam formando complexos macromoleculares. 

 Proteínas tegumentares como a rP22 são fontes importantes de antígenos 

parasitários para o desenvolvimento de uma vacina anti-esquistossomótica, principalmente 

porque o tegumento é uma camada dinâmica que interage com as células do hospedeiro e 

está envolvido em inúmeras funções, tais como a nutrição, excreção, osmorregulação, 

transdução de sinais, além da evasão imune e modulação (Jones et al., 2004; Van Van 

Hellemond et al., 2006).  

Muitos estudos têm demonstrado que algumas proteínas tegumentares são capazes 

de produzir altos níveis de proteção na esquistossomose experimental murina (Zouain et al., 

2000; Cardoso et al., 2008; Farias et al., 2010). A proteína rP44 também já foi identificada 

como uma proteína tegumentar presente em vários estádios de vida do S. mansoni (El-
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Dabaa et al., 1998). Em ensaios de imunização com a rP44, realizados em nosso 

laboratório, foi evidenciada uma redução de 67% do número de vermes recuperados do 

sistema porta-hepático (Marques et al., 2008). A possibilidade de se alcançar um nível de 

proteção maior que aquele obtido pela imunização individual utilizando a proteína rP44 

estimulou a nossa busca por uma associação entre a proteína rP44 e outro antígeno com 

características protetoras. A formulação proposta foi então a da combinação entre a proteína 

rP44 e a proteína rP22 de S. mansoni. 

 

A - Utilização das proteínas rP22 e rP44 na formulação de uma vacina na 

esquistossomose experimental 

 

Neste trabalho investigamos a indução da resposta imune protetora das proteínas 

recombinantes rP22 e rP44 utilizadas individualmente ou combinadas em formulações 

vacinais. Para isso, as proteínas foram combinadas aos adjuvantes hidróxido de alumínio e 

Corynebacterium parvum para imunizar camundongos C57BL/6. O hidróxido de alumínio é 

descrito como sendo capaz de induzir, tanto em humanos como em modelos experimentais, 

uma alta produção de imunoglobulinas e de IL-4, característicos de uma resposta tipo Th2 

(Lindblad, 2004). Já o C. parvum é um importante estimulador da resposta imune celular 

(Th1), induzindo a produção de IFN-  e ativação de células T CD4+ e CD8+ em 

camundongos (Soong et al., 1995). 

 A imunização dos animais com as proteínas recombinantes individuais ou 

combinadas foi capaz de reduzir o número de vermes recuperados na perfusão em 

aproximadamente 50%, demonstrando a capacidade protetora das proteínas rP22 e rP44. A 

redução do número de vermes recuperados do sistema porta-hepático produzida pela 

imunização com a formulação das proteínas combinadas não mostrou um efeito aditivo de 

proteção em relação ao uso individual das mesmas nas formulações vacinais. 
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A resposta imunológica direcionada contra o S. mansoni envolve a participação da 

resposta imune humoral e celular (Jankovic et al., 1999). Os camundongos imunizados com 

as proteínas recombinantes, juntas ou separadas, produziram níveis elevados de IgG contra 

todas as proteínas utilizadas nas imunizações, sendo que os níveis de IgG permaneceram 

estáveis ao longo da infecção. Os camundongos vacinados com a rP22 produziram níveis 

significativos de IgG1 e IgG2a, sendo que os níveis de IgG2a sofreram uma diminuição ao 

longo da infecção. A produção significativa de IgG1 e IgG2a também foi detectada nos soros 

dos animais imunizados com a rP44, entretanto, os níveis de IgG2a sofreram uma redução 

importante durante a infecção desafio a ponto de não serem significativos ao final da 

infecção. A imunização com a combinação de proteínas estimulou a produção de IgG1 e 

IgG2a anti-rP22 e anti-rP44, sendo que os níveis dessas imunoglobulinas foram maiores 

contra a rP22. 

A influência de diferentes citocinas na produção de anticorpos e expressão de 

isotipos já foi bem documentada (Snapper & Paul, 1987; Esser & Radbruch, 1990; 

Finkelman et al., 1990). IFN-  é o principal indutor da secreção de IgG2a (Banchereau & 

Rousset, 1992), enquanto IL-4 tem sido associada à produção de IgG1 em camundongos. 

Apesar de ainda não haver um consenso em relação ao tipo de resposta imune 

protetora apropriada na esquistossomose, sabe-se que tanto a resposta imune humoral 

quanto a resposta imune celular apresentam mecanismos efetores importantes para o 

controle da infecção (Wynn & Hoffmann, 2000). Os mecanismos de ação dos anticorpos no 

combate a infecções incluem a neutralização de antígenos, o aumento da fagocitose e da 

toxicidade mediada por células, a ativação do complemento, a inibição do crescimento, 

aderência, ou efeitos antimicrobianos diretos (Buissa-Filho et al., 2008). Além disso, a 

resposta imune humoral e celular na esquistossomose humana varia de acordo com a fase 

e forma clínica da doença. (Joseph et al., 1983; Khalife et al., 1986).  

Em relação à resposta imune celular, foi demonstrado que a proteção conferida aos 

animais imunizados com cercárias irradiadas pode estar associada tanto ao perfil Th1, ao 
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perfil Th2 ou ao balanço entre perfis Th1/Th2 (Wynn & Hoffmann, 2000). O envolvimento de 

IFN-  na imunidade protetora induzida pela vacinação de animais com cercárias irradiadas já 

é bastante descrito (Hewitson et al., 2005). O tratamento de camundongos vacinados com 

anticorpos monoclonais anti- IFN-  impediu completamente a indução de imunidade 

protetora (Smythies et al., 1992). O uso de camundongos knockout para IFN-  obteve 

resultados semelhantes e confirmou o papel essencial de IFN-  na imunidade protetora na 

esquistossomose experimental (Wilson et al., 1996). 

Foi demonstrado que os animais imunizados com rP22 e rP44, associadas ou não, 

produziam níveis significativos de IFN- , sugerindo que o efeito protetor das proteínas 

recombinantes poderia estar relacionado à elevada produção de IFN-  por esses animais. 

Além disso, a adição de rP22 à cultura de esplenócitos imunizados com as proteínas 

recombinantes promoveu um aumento da produção de IFN-  por essas células. 

Durante a infecção de camundongos pelo S. mansoni ocorre uma alteração do perfil 

de produção de citocinas durante as diferentes fases da doença. Na fase aguda da infecção, 

ocorre a produção predominante de citocinas características da resposta Th1. Com o início 

da ovoposição, as células T CD4+ passam a produzir predominantemente citocinas da 

resposta Th2, o que caracteriza a fase crônica da doença (Wynn et al., 1998; Pearce & 

Macdonald, 2002). O aumento da produção de citocinas do perfil Th2 está relacionado à 

geração de fibrose e à patologia associada ao granuloma. A manutenção de níveis elevados 

de IFN-  durante a transição para a fase crônica da doença pode ter contribuído para o 

balanço da resposta Th2 predominante durante a fase crônica, uma vez que ocorreu uma 

redução significativa da fibrose e da área dos granulomas dos grupos imunizados com rP22 

ou com as duas proteínas. 

Na pesquisa de novos antígenos candidatos à vacina anti-esquistossomótica, não 

somente a atividade protetora deve ser levada em consideração, mas também a capacidade 

desse antígeno em contribuir para a redução de morbidade associada à doença (WHO, 

2005). As reações granulomatosas que ocorrem ao redor dos ovos de Schistosoma 
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representam o principal problema relacionado à patologia da esquistossomose, e a 

intensidade dessas reações está relacionada à morbidade gerada no hospedeiro (Wynn & 

Cheever, 1995; Stadecker & Hernandez, 1998; Abath et al., 2006). Na esquistossomose 

murina, a patologia é induzida pela reação granulomatosa dirigida por células CD4+ do tipo 

Th2 em resposta aos ovos retidos no tecido hepático. As citocinas IL-4 e IL-13 do perfil Th2 

contribuem, respectivamente, para o aumento resposta granulomatosa e da fibrose 

enquanto as citocinas IL-10, IL13R 2 e IFN-  limitam o seu desenvolvimento (Fallon et al., 

2000; Hesse et al., 2004; Mentink-Kane et al., 2004; Wilson et al., 2007).  

Nesse estudo, as análises histológicas dos cortes de fígado de camundongos 

vacinados com a rP22 ou com a combinação das duas proteínas revelaram que houve uma 

redução significativa da área dos granulomas e da fibrose nesse tecido. A imunização dos 

camundongos com a rP44 reduziu significativamente a área do granuloma hepático, mas 

não foi capaz de reduzir a fibrose nesse tecido. A redução da área granulomatosa pode 

estar associada à baixa produção de IL-4 detectada para todos os grupos imunizados com 

as proteínas recombinantes. Outro fator que pode ter contribuído, em parte, para a redução 

da área do granuloma foi a significativa produção de IL-10 verificada em todos os grupos 

imunizados com as proteínas recombinantes, especialmente naqueles que receberam a 

rP22 como antígeno vacinal. Além disso, a produção de IL-10 foi estimulada pela adição in 

vitro de rP22 à cultura de esplenócitos de todos os grupos imunizados. Esses resultados 

sugerem que a redução da área e da fibrose associada ao granuloma presentes nos grupos 

imunizados com a rP22 podem estar associadas à produção mais elevada de IL-10 nesses 

grupos. Resultados semelhantes foram evidenciados na imunização de camundongos com a 

fração PIII, sugerindo que a proteína P22 nativa pode desempenhar um importante papel na 

regulação do granuloma produzida por PIII (Zouain et al., 2000).  

A citocina TNF-  apresenta atividade pró-inflamatória e está envolvida no 

recrutamento de células efetoras para a região do granuloma em resposta aos estímulos 

contínuos dos ovos de Schistosoma retidos no fígado (Burke et al., 2009). A alta produção 
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desta citocina foi verificada nos grupos imunizados com rP22, rP44 ou a combinação das 

duas proteínas. Os níveis aumentados dessa citocina foram evidenciados principalmente 

pela adição in vitro da proteína rP22. Entretanto, a elevada produção de TNF-  não impediu 

que ocorresse a redução da área do granuloma e da fibrose nos animais imunizados com 

rP22. É possível que o balanço entre a produção de citocinas imunomoduladoras e TNF-  

tenha impedido que essa última promovesse um aumento da inflamação granulomatosa e 

de uma resposta pró-fibrótica. 

A proliferação in vitro de esplenócitos foi avaliada e os resultados obtidos foram 

analisados para cada grupo de camundongos testados. Verificou-se que os esplenócitos de 

todos os animais proliferaram mais em resposta aos estímulos antigênicos do que na 

ausência deles (índice de proliferação encontrado foi sempre maior que 1). Curiosamente, a 

adição de rP22 às culturas de esplenócitos de todos os grupos testados induziu essas 

células a proliferarem menos que em resposta aos outros estímulos antigênicos. É provável 

que a atividade antifibrótica e de redução do granuloma promovida por rP22 tenha alguma 

relação com capacidade dessa proteína em diminuir a proliferação dos esplenócitos in vitro. 

Entretanto, a participação de outras citocinas e mediadores da reação granulomatosa em 

resposta à imunização com proteína rP22 precisa ser mais bem avaliada para que essa 

relação se torne bem estabelecida.  

Outro parâmetro associado à morbidade na esquistossomose é o número de ovos 

retidos no tecido hepático. Quanto maior é a retenção de ovos no fígado, maior é a resposta 

granulomatosa, e, mais grave se torna a inflamação gerada nesse órgão (Capron et al., 

2002). A imunização dos camundongos com as proteínas rP22 e rP44 associadas foi capaz 

de reduzir significativamente o número de ovos retidos nos fígados desses animais 

enquanto a imunização utilizando as proteínas individuais não diminuiu significativamente o 

número de ovos retidos. 

Todos os resultados demonstraram o grande potencial do uso combinado das 

proteínas rP22 e rP44 ou do uso isolado da proteína rP22 na formulação de uma vacina 
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anti-esquistossomótica protetora e capaz de reduzir os efeitos de morbidade associados à 

esquistossomose. 

B - Predição de epítopos lineares de linfócitos B das proteínas rP22 e rP44 

recombinantes e avaliação da reatividade dos soros frente aos peptídeos 

selecionados 

Inúmeras pesquisas vêm se desenvolvendo na busca por uma vacina anti-

esquistossomótica. Avanços significativos na tecnologia de vacinação nas últimas décadas 

permitiram a construção de vacinas que promovam intensa imunidade humoral e celular 

(Hotez et al., 2010). Entretanto, para se implementar efetivamente estes avanços numa 

vacina anti-esquistossomótica é necessário saber que estratégia de imunização promoverá 

uma resposta imune mais efetiva.  

Uma das alternativas para o desenvolvimento de novas vacinas é a utilização de 

peptídeos representativos de antígenos protetores. Uma vacina peptídica ideal deve conter 

epítopos capazes de induzir resposta protetora para a maioria dos indivíduos dentro de uma 

população geneticamente heterogênea, e excluir aqueles epítopos que causem 

imunopatologia ou resposta indesejada (Purcell et al., 2007). 

Neste trabalho, foi evidenciada a atividade protetora das proteínas rP22 e rP44 de 

S.mansoni na esquistossomose experimental. Para caracterizar os epítopos relacionados à 

resposta humoral produzida após a imunização de animais experimentais com as proteínas 

rP22 e rP44, realizou-se a predição dos epítopos lineares de linfócitos B encontrados na 

sequência primária dessas proteínas e os peptídeos selecionados foram sintetizados em 

membrana de celulose pelo método de “Spot”.  

 Através de imunoensaios utilizando soros de camundongos imunizados com a rP22 

foi possível verificar que os peptídeos mais reativos eram aqueles que se localizavam 

predominantemente na região do domínio da cadeia leve de dineína, na porção C-terminal 

da proteína. É provável que ligação dos anticorpos anti-rP22 ao domínio dineína dessa 



Discussão 

 

 

124 

proteína possa interferir em funções essenciais das células tegumentares e promover danos 

ao tegumento do parasita. 

A utilização dos soros de camundongos imunizados com a rP44 em imunoensaios 

revelou que a maior parte das regiões peptídicas mais reconhecidas pelo soro de 

camundongo anti-rP44 apresenta alta porcentagem de identidade com a proteína  frutose-

bifosfato aldolase C humana (HsALDOC). Devido à grande semelhança entre alguns dos 

epítopos reativos da rP44 e da HsALDOC, existe a possibilidade de que o uso desses 

peptídeos como componentes de uma vacina possa produzir uma resposta imune capaz de 

não somente reconhecer esses epítopos no tegumento do parasita, mas também em células 

do próprio hospedeiro (Purcell et al., 2007). Portanto, esses resultados podem auxiliar na 

escolha dos peptídeos mais adequados ao desenvolvimento de uma vacina baseada na 

utilização de epítopos da P44.  

Um antígeno é reconhecido por anticorpos através da sua superfície (Dimmock & 

Hardy, 2004). Utilizando o modelo da estrutura cristalina da frutose-bifostato aldolase foi 

possível verificar que os peptídeos mais reativos da rP44 eram encontrados nas regiões de 

-hélice ou de alças presentes na superfície dessa proteína. Outros peptídeos reativos da 

rP44 eram encontrados nas regiões de folhas  que compõem o domínio barril TIM presente 

na estrutura da proteína. O domínio barril TIM contém resíduos de aminoácidos do sítio 

catalítico e está envolvido na atividade enzimática da P44. A ligação dos anticorpos anti-

rP44 às regiões de superfície ou ao domínio barril TIM dessa proteína poderia impedir 

estericamente o sítio ativo da enzima e comprometer o seu funcionamento. É provável que a 

diminuição da atividade enzimática da P44 possa produzir uma importante alteração do 

balanço energético das células tegumentares do parasita, através da inibição da via 

glicolítica da qual essa enzima faz parte, e promover a morte celular nesse tecido. 

Estudos anteriores demonstraram que a P22 e a P44 são reconhecidas pelo soro de 

pacientes esquistossomóticos (Fitzsimmons et al., 2007; Mutapi et al., 2011). A reatividade 

dos soros de pacientes esquistossomóticos nas formas aguda, crônica e hepatoesplênica 
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aos peptídeos sintéticos derivados de P22 e P44 foi realizada e diferentes padrões de 

reatividade foram determinados para cada grupo de pacientes.  

Alguns peptídeos mais reativos foram reconhecidos pelo soros de somente um ou 

dois dos grupos de pacientes. A seleção desses peptídeos pode servir como importante 

ferramenta em pesquisas voltadas para o diagnóstico diferencial das formas clínicas da 

esquistossomose. Para tal, se faz necessária a avaliação individual da reatividade do soro 

de cada paciente aos peptídeos escolhidos e determinação da sensibilidade e 

especificidade do método.  

A análise comparativa entre a reatividade dos soros humanos e de camundongos 

imunizados frente aos peptídeos derivados de rP22 e rP44 mostrou que a maior parte dos 

peptídeos mais reativos de rP22 e de rP44 foi reconhecida por ambos os soros. Somente o 

peptídeo 2 derivado da proteína rP22 reagiu preferencialmente ao soro de camundongos 

imunizados. Vários peptídeos da rP22 e da rP44 que foram reativos aos soros humanos 

exibiram baixa reatividade aos soros murinos, e alguns peptídeos apresentaram baixa 

reatividade para ambos os soros. Essas diferenças de reatividade podem ser úteis no 

estudo de imunogenicidade de epítopos e pode auxiliar na escolha de peptídeos que 

possam compor uma vacina anti-esquistossomótica. 

A atividade protetora produzida por determinados epítopos pode não ter relação com 

sua capacidade imunogênica. Alguns estudos reforçam a idéia de que muitos dos epítopos 

considerados imunogênicos ao longo de um processo infeccioso não são necessariamente 

epítopos que apresentem atividade protetora. Isso acontece provavelmente porque o 

parasita possui mecanismos de escape da resposta efetora do sistema imune do hospedeiro 

que garantem a sua sobrevivência e reprodução (Schofield, 1990; Caoili, 2011). No presente 

estudo, foram identificadas algumas regiões peptídicas derivadas das proteínas rP22 e rP44 

que apresentaram baixa reatividade aos soros de camundongos imunizados com essas 

proteínas, e, alta reatividade aos soros de pacientes esquistossomóticos. É provável que 

esses peptídeos possam estar envolvidos nos mecanismos de evasão do sistema imune do 
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hospedeiro humano promovidos pelo parasita durante a infecção pelo S. mansoni. Em 

contrapartida, peptídeos pouco reconhecidos pelo soro humano, mas muito reconhecidos 

pelo soro de animais imunizados podem vir a ser antígenos potenciais no desenvolvimento 

de uma vacina anti-esquistossomótica. Portanto, a determinação da reatividade dos soros 

frente aos peptídeos da rP22 e rP44 pode auxiliar na escolha dos peptídeos componentes 

de uma vacina de acordo com o grau de reatividade produzido para cada um deles. Além 

disso, a imunização de animais experimentais com peptídeos de baixa, média ou alta 

reatividade pode ser, futuramente, uma alternativa que ajudará a esclarecer a relação entre 

imunogenicidade e proteção produzida pelos peptídeos derivados de rP22 e rP44 na 

infecção pelo S. mansoni. 
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Através do presente trabalho, foi possível concluir que as técnicas de recombinação 

gênica empregadas para expressão e purificação das proteínas recombinantes rP22 e rP44 

foram eficientes, apresentando uma boa produtividade, com a obtenção de proteínas puras 

e com bom rendimento. A utilização da proteína rP22 em ensaios de imunolocalização 

demonstrou que ela é uma proteína tegumentar, assim como a proteína rP44. Além disso, a 

proteína rP22 foi descrita como um monômero e demonstrou ter boa estabilidade estrutural 

a variações de temperatura. 

A imunização de animais experimentais com a combinação das proteínas rP22 e 

rP44 mostrou ser uma boa estratégia de vacinação, uma vez gerou a redução do número de 

vermes recuperados do sistema porta-hepático dos animais imunizados, promoveu uma 

redução do número de ovos retidos no fígado dos animais, além de diminuir a área dos 

granulomas e a área de fibrose hepática. A resposta protetora desencadeada pela 

vacinação com as proteínas rP22 e rP44 foi caracterizada pela ativação da resposta 

humoral, com a produção de altos níveis de anticorpos, e pela ativação da resposta celular, 

com a elevada produção de IFN- , TNF-  e IL-10, e pela baixa produção de IL-4.  

Além disso, as proteínas rP22 e rP44 foram utilizadas em estudos de predição de 

epítopos de linfócitos B, e os peptídeos selecionados foram reconhecidos por anticorpos 

presentes nos soros de camundongos imunizados e de pacientes esquistossomóticos com 

diferentes formas clínicas. O estudo da reatividade dos peptídeos com os soros de animais 

imunizados demonstrou que os anticorpos específicos para rP22 reconhecem 

preferencialmente a sua região C-terminal contendo o domínio de cadeia leve de dineína, 

enquanto os anticorpos anti-rP44 reconhecem preferencialmente regiões na superfície da 

proteína ou regiões envolvidas com a atividade enzimática dessa proteína. Ademais, as 

diferenças de reatividade entre o soro humano e murino frente aos peptídeos da rP22 e 

rP44 evidenciadas podem auxiliar na busca de novas estratégias para o controle da 

esquistossomose.  
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Como perspectivas deste trabalho pretendemos: 

 

1. Redigir os artigos sobre o uso combinado das proteínas rP22 e rP44 nos ensaios de 

proteção e sobre a reatividade dos soros murinos e humanos aos epítopos preditos. 

2. Sintetizar os peptídeos da rP22 e rP44 mais reativos ao soro de camundongo, na 

forma solúvel. 

3. Acoplar os peptídeos solúveis em proteína carreadora e utilizar a preparação em 

ensaios de imunização. 

4. Avaliar o papel protetor da preparação de peptídeos na infecção por S. mansoni. 

5. Sintetizar os peptídeos diferencialmente reconhecidos pelos soros de paciente 

esquistossomóticos na forma solúvel e testá-los através de ELISA. 

6. Predizer os epítopos de linfócitos T. 

7. Sintetizar os peptídeos preditos e avaliar a resposta in vitro de PBMCs de pacientes 

esquistossomóticos. 
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