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RESUMO 

 

Esquistossomose é uma importante parasitose mundial, afetando mais de 207 milhões de 

pessoas em 76 países ao redor do mundo e causando aproximadamente 250.000 mortes 

por ano. Atualmente, a estratégia adotada para o controle da esquistossomose é a utilização 

de quimioterápicos considerados de uso seguro, como por exemplo, Praziquantel. Porém, 

altas taxas de reinfecção após o tratamento limitam tal estratégia e pressupõe a 

necessidade de outras formas de controle como saneamento básico e vacinação. Visto a 

capacidade de gerar resposta imune humoral e celular de vacinas de DNA, tal estratégia é 

considerada como metodologia promissora no combate a esquistossomose. Sm29 e 

tetraspanina-2 são duas proteínas encontradas no tegumento de vermes adultos e 

esquistossômulos de S. mansoni, o que, em conjunto com os altos índices de proteção 

alcançados com a imunização em suas formas recombinantes, as tornam como potentes 

candidatos vacinais. Neste trabalho objetivamos criar, otimizar e avaliar em modelo murino 

vacinas de DNA contendo tais genes, sozinhas ou conjuntamente. Através de avaliações por 

rt-PCR e western blot, confirmamos que nossas vacinas de DNA apresentavam a 

capacidade de serem transcritas e traduzidas em células BHK-21. Quando avaliado a 

redução de vermes, conseguimos 17%, 21,9%, 31% e 24% nos animais imunizados com os 

plasmídeos pUMVC3/Sm29, pUMVC3/TSP-2, pUMVC3/Quimera e pUMVC3/Sm29 + 

pUMVC3/TSP-2, respectivamente. Nenhuma diferença significativa foi obtida na contagem 

de ovos presentes no fígado. Quando avaliado o perfil da resposta imunológica, percebemos 

elevada produção das citocinas TNF-α e IFN-γ, e nenhuma produção significativa de IL-4 e 

IL-5, caracterizando uma resposta de perfil imunológico Th1. Quando avaliado os títulos de 

anticorpos anti-Sm29 no soro dos animais imunizados, não percebemos nenhuma produção 

significativa. Portanto, nossas vacinas de DNA apresentaram a capacidade de gerar uma 

resposta imune protetora contra esquistossomose mansônica, provavelmente através da 

produção de citocinas Th1, porém, estratégias futuras visando otimizar a resposta obtida 

necessitam ser realizadas. 



14 
 

ABSTRACT 

 

Schistosomiasis is an important parasitic disease worldwide affecting more than 207 million 

people in 76 countries around the world and causing about 250.000 deaths per year. 

Nowadays, the main strategy adopted for the control of schistosomiais is the use of safe 

chemotherapy, as the use of praziquantel. However, the high rates of reinfection after the 

treatment restrict it as a strategy and assume the need for other forms of control like basic 

sanitation and vaccination. Because the ability to generate humoral and cellular immune 

response of DNA vaccines, such strategy is considered to be a promising approach against 

schistosomiasis. Sm29 and tetraspanin-2 are two proteins localized in S. mansoni tegument 

of adult worms and schistosomula, with high levels of protection achieved by the 

recombinant protein approach of immunization, what render them as powerful vaccine 

candidates. In this work we aim to create, optimize and evaluate in a murine model DNA 

vaccines carrying such genes, alone or together. By western blot and rt-PCR assessments, 

we confirm that our DNA vaccines presented the capacity to be transcribed and translated in 

BHK-21 cells. After immunization, we evaluate the number of worms reduction, We achieved 

17%, 21,9% 31% and 24% on animals immunized with the plasmids pUMVC3/Sm29, 

pUMVC3/TSP-2, pUMVC3/Quimera e pUMVC3/Sm29 + pUMVC3/TSP-2, respectively. No 

significant difference was achieved in the count of eggs in liver.  When the profile of the 

immunological response was evaluated, we found high production of Th1 cytokines such 

TNF-α and IFN-γ, and no significant production of IL-4 and IL-5. When measured the levels 

of anti-Sm29 in serum of immunized mice, no significant production was perceived. Hence, 

our DNA vaccines showed the ability to generate a protective immune response against 

schistosomiasis, probably by the production of Th1 cytokines, however, future strategies 

aiming to optimize the response need to be performed. 
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1-INTRODUÇÃO 

1.1- Distribuição global da esquistossomose 

A esquistossomose afeta aproximadamente 207 milhões de pessoas ao redor do mundo, 

sendo que destas, 120 milhões são sintomáticas e 20 milhões desenvolvem a forma severa 

da doença (McManus & Loukas., 2008; WHO., 2011). Essa enfermidade apresenta 

distribuição focal ao redor do mundo, uma vez que a transmissão depende de caramujos 

hospedeiros específicos e atividades humanas que permitam a contaminação da água e 

conseqüente infecção (Gryssels et al.,2006; WHO., 2011). A distribuição global é 

representada na Figura 1. 

 

Figura 1 Distribuição da esquistossomose ao redor do mundo no ano de 2009 (Adaptado de WHO., 

2011) 

A esquistossomose é endêmica em áreas tropicais e subtropicais e afeta aproximadamente 

76 países, sendo a esquistossomose mansônica encontrada principalmente em países 

subsaarianos, Egito, Líbia, Arábia peninsular, ilhas caribenhas, Venezuela e Brasil 
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(WHO.,2011; Engels et al., 2008). Várias estratégias de controle de transmissão da 

esquistossomose vem sendo adotadas por várias agências governamentais e atingido 

resultados satisfatórios, como no Japão, Tunísia e a República Islâmica do Irã, porém, em 

países como Brasil e Venezuela, mesmo com esforços realizados pelos governos locais, o 

processo de transmissão da esquistossomose não foi ainda eficientemente controlada 

(WHO ,2011). Epidemiologicamente, S. mansoni, S. japonicum e S. haematobium, são as 

espécies mais importantes, nas quais os esforços das pesquisas devem ser concentrados 

(Shabaan et al., 2003). A esquistossomose mansonica endêmica é determinada 

principalmente pela distribuição do hospedeiro intermediário, caramujos aquáticos 

pulmonados do gênero Biomphalaria (Stelma et al., 1993). A disseminação da 

esquistossomose no Brasil ocorreu devido às correntes migratórias que se deslocavam da 

costa do país para o seu interior, e a existência de hospedeiros intermediários, Biomphalaria 

glabrata, Biomphalaria straminea e Biomphalaria tenagophila, susceptíveis à infecção por S. 

mansoni (Coura & Amaral, 2004). A fixação do S. mansoni no Brasil ocorreu então, 

seguramente, devido ao encontro de bons hospedeiros intermediários e condições 

ambientais semelhantes à sua região de origem (Despres et al., 1993). No Brasil a 

transmissão da esquistossomose ocorre em uma vasta área endêmica, que abrange desde 

o estado do Maranhão até o Espírito Santo e Minas Gerais, além de focos isolados em 

outras regiões do país (Coura & Amaral., 2004). A estratégia para o controle nas últimas 

duas décadas tem sido focada no tratamento dos grupos de alto risco, buscando reduzir a 

prevalência da forma clinica hepato-esplênica da esquistossomose intestinal (Barbosa & 

Coimbra Junior., 1992; Magnussen., 2003). Depois da malária a esquistossomose é a 

segunda doença tropical mais importante na área de saúde pública, causando cerca de 

280.000 mortes anuais (King et al.,2006; Steinmann et al.,2006; Hotez et al.,2008).  

Atualmente, a principal forma de tratamento é a quimioterapia, sendo o praziquantel e a 

oxaminiquina as principais drogas contra o S. mansoni. Estudos realizados por Ferrari e 

colaboradores (2003), demonstraram que praziquantel foi mais eficiente que oxaminiquina 
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no tratamento de pacientes infectados com esquistossomose mansônica quando 

examinados por oograma quantitativo de mucosa retal, enquanto que nenhuma diferença 

significativa foi observada entre os dois tratamentos quando análises fecais foram realizadas 

( Ferrari et al.,2003). 

 

1.2- Ciclo de vida 

Os vermes adultos são dióicos, apresentam corpo cilíndrico medindo de 7 a 20 mm em 

comprimento possuem ventosas ou sugadores ventral e oral, além de um complexo 

tegumento com um intestino cego e órgãos reprodutores (McManus & Loukas., 2008). O 

corpo dos vermes machos forma uma caneleta, conhecida como canal ginecóforo, local 

onde se aloja a fêmea que é mais longa e delgada do que o macho (Ross et al.,2002; 

Gryseels et al., 2006). O ciclo de vida do S. mansoni se caracteriza pela presença de 

alternância de fase sexuada no hospedeiro vertebrado, principalmente o homem, e fase 

assexuada no hospedeiro invertebrado. Na esquistossomose mansônica, os ovos são 

liberados na água e liberam os miracídios, os quais guiados por estímulos químicos e 

luminosos penetram em caramujos, seus hospedeiros intermediários. Após penetrar no 

caramujo, o miracídio se multiplica assexuadamente em esporocistos multicelulares e 

posteriormente em cercárias com a característica cauda bifurcada. Um caramujo infectado 

por um miracídio pode liberar milhares de cercárias por dia, sendo a luminosidade e 

temperatura os estímulos necessários para tal liberação. As cercárias são formas nadantes 

livres que sobrevivem aproximadamente 72 horas ou até que encontrem o hospedeiro 

definito, no qual as cercárias penetram ativamente na pele através da secreção de enzimas 

e imunomoduladores pelas glândulas acetabulares. Esse processo dura em média 53 horas 

para a passagem pela epiderme e 18 horas pela derme e após tal evento, as cercárias 

perdem a cauda bifurcada e sofrem a substituição do tegumento. Atingindo a corrente 

sanguínea, os esquistossômulos semi-quiescentes (não apresentam consumo significativo 
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de eritrócitos) são direcionados a vasculatura pulmonar e posteriormente atingem os leitos 

capilares para alcançar o sistema porta hepático, onde se transformam em vermes jovens 

com característica capacidade de se alimentarem de eritrócitos. Estes maturam na veia 

porta hepática, entre 4 a 6 semanas, e migram para a região mesentérica intestinal, onde as 

fêmeas fazem a postura no nível da submucosa. Cada fêmea põe cerca de 400 ovos por 

dia, na parede de capilares e vênulas, e cerca de 50% desses ganham o meio externo. Os 

ovos colocados nos tecidos levam cerca de uma semana para tornarem-se maduros 

(míracidio formado), da submucosa chegam à luz intestinal e posteriormente são liberados 

junto as fezes, começando assim, o ciclo novamente (Gryssels et al.,2006; Han et al., 2009; 

Wilson & Coulson., 2009). O ciclo de vida se encontra esquematizado na Figura 2. 
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Figura 2 Ciclo de vida do Schistosoma mansoni. Setas em vermelho correspondem à parte do ciclo 

que acontece na água e no hospedeiro invertebrado. Setas em azul correspondem à parte do ciclo 

que ocorre no hospedeiro vertebrado, no caso o homem. Adaptado de McManus & Loukas, 2008. 

1.3- Formas clínicas da esquistossomose 

Duas principais formas clínicas de esquistossomose mansônica são conhecidas em 

indivíduos infectados, a fase aguda e a fase crônica (Pearce & MacDonald., 2003, Caldas et 

al., 2008). 

A fase aguda da esquistossomose é caracterizada principalmente por reações de 

hipersensibilidade contra esquistossômulos migrantes e ovos, o que geralmente ocorre entre 

16-90 dias após infecção (Lambertucci., 2010). A fase aguda da doença geralmente se 

desenvolve em indivíduos primariamente infectados, sejam eles visitantes ou pessoas 

habitantes de áreas endêmicas que porventura entrem em contato primário com o parasita 

(Caldas et al., 2008). As manifestações clínicas mais comuns são febre, calafrios, fraqueza, 

perda de peso, dores de cabeça, anorexia, náuseas, vômitos, diarréia, tosse seca, 

hepatomegalia, esplenomegalia e lesões cutâneas, e em menores proporções ocorrem 

diarréias sanguinolentas, urticárias, edema periorbital e chiado (Lambertucci., 2010).  

Os indivíduos portadores da fase crônica geralmente vivem em áreas endêmicas e entram 

em contato constante com a forma infectante do S. mansoni, contudo, são praticamente 

assintomáticos, e baseado no critério clínico, são classificados como portadores da forma 

intestinal ou hepatointestinal (Caldas et al., 2008). Porém, uma pequena parcela dessa 

população desenvolve processos fibróticos, principalmente devido a forte reação 

granulamotosa contra ovos de Schistosoma que se encontram alocados em pequenos 

vasos presentes no fígado, ocasionando fibrose periportal de Symmer no fígado, 

consequentemente podendo causar hepatoesplenomegalia, fibrose periportal hepática e 

hipertensão porta, o que pode levar a formação de varizes esofageais e hematêmese, e 

esses indivíduos são classificado como portadores da forma hepatoesplênica (Mwatha et al., 

1998; Oliveira et al.,2006; Caldas et al., 2008). A principal forma de se tentar melhorar tal 
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quadro é através de procedimento cirúrgico para remoção parcial do baço, o que muita das 

vezes pode ser utilizada como material de estudo (Oliveira et al., 2000). 

Em meados da década de 90, as principais metodologias para o diagnóstico das fases 

clínicas da esquistossomose baseavam-se principalmente em características físicas e 

epidemiológicas, o que tornava extremamente difícil a distinção entre indivíduos em fase 

aguda da doença de indivíduos portadores da fase crônica (Rabello, 1995). Estudos 

realizados por Beck e colaboradores (2008) mostraram que através de análises sorológicas 

por ELISA indireto é possível discriminar indivíduos infectados de forma aguda em relação a 

fase crônica, principalmente através dos níveis de IgA contra SEA (Antígenos provenientes 

de ovos de Schistosoma sp.) e IgM e IgG contra KLH (Hemocianina). Pode-se ainda 

diferenciar indivíduos infectados de forma aguda de indivíduos não infectados, através de 

análises dos níveis de IgG contra SWAP (Antígenos solúveis de vermes adultos) e SEA, 

porém, a sensibilidade dos testes sorológicos podem variar de acordo os antígenos 

utilizados e de acordo como os testes são realizados (Beck et al., 2008; Jauréguiberry, 

2010). Para a distinção entre indivíduos portadores das formas crônicas, as avaliações são 

feitas basicamente de acordo com o critério clínico (Caldas et al., 2008). 

 

1.4- Resposta imune na esquistossomose 

O ciclo de vida do S. mansoni em seu hospedeiro definitivo envolve diferentes estágios, 

portanto, a resposta imune desencadeada pela infecção é bastante complexa. O primeiro 

contato do parasita com o sistema imunológico é durante a penetração das cercárias 

através da pele, as quais se transformam em esquistossômulos que caem na corrente 

sanguínea. Acredita-se que o principal foco de eliminação do parasita no hospedeiro seja o 

pulmão, onde respostas imunológicas efetivas conseguem eliminar esquistossômulos 

migrantes (Kassim et al., 1992; Wilson et al., 1996). A resposta imune do hospedeiro contra 

o verme adulto é ineficiente, tendo este a capacidade de sobreviver no hospedeiro definitivo 
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por anos (Pearce & MacDonald, 2002). Com o início da ovoposição, os ovos liberados pela 

fêmea do parasita caem na circulação sanguínea e se depositam em diversos órgãos, sendo 

o fígado o mais comum entre eles. Esses ovos orquestram uma resposta imune local 

composta de macrógafos, eosinófilos e células T, ocasionando a formação de um granuloma 

ao redor dos ovos (Pearce & MacDonald, 2002). 

No hospedeiro definitivo, os vermes do S. mansoni induzem tanto uma resposta imune inata 

quanto uma resposta imune adaptativa. 

 

1.4.1- Imunidade inata contra esquistossomose 

 

A primeira linha de defesa do sistema imune contra agentes infecciosos compreende a 

resposta imune inata.  As células envolvidas na resposta inata contra agentes infecciosos 

são capazes de reconhecer microorganismos infectantes através de padrões moleculares 

associados à patógenos (PAMPS) que são característicos destes microorganismos. O 

reconhecimento dos PAMPs pelo sistema imune é uma etapa crucial para o estabelecimento 

de uma resposta imune eficiente, e tal reconhecimento é mediado por receptores de 

reconhecimento de padrões moleculares associados à patógenos (PRRs) presentes em 

células como macrófagos e células dendríticas. O reconhecimento destes padrões 

moleculares por células da resposta imune inata desencadeia uma cascata de transdução 

de sinais intracitoplasmáticos que resultam na ativação de vários genes e expressão de 

citocinas como: Il-12 e TNF-. As citocinas liberadas agem diretamente na determinação do 

tipo de resposta imune adaptativa desencadeada em resposta ao agente infeccioso, 

promovendo uma ligação entre a resposta imune inata e adaptativa (Janeway & Medzhitov, 

2002). Entre os receptores da imunidade inata que reconhecem moléculas do S. mansoni se 

encontram a lectina ligadora de manana (MBL - Mannan-Binding Lectin), os receptores 

scavengers e alguns receptores do tipo toll. 
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MBL é uma proteína sérica do sistema imune inato constitutivamente expressa por 

hepatócitos. Essa proteína é capaz de se ligar a carboidratos presentes na superfície de 

cercárias e vermes adultos de S. mansoni, o que, em associação com as serino-protesases 

MASP-1 e MASP-2, apresentam a capacidade de ativar o sistema do complemento através 

da via dependente de MBL (Klabunde et al., 2000). 

Os receptores scavengers são glicoproteínas, presentes principalmente em macrófagos, que 

apresentam a capacidade de se ligarem a uma ampla gama de moléculas como dsRNA, 

LPS e lipoproteínas de baixo peso molecular (Janeway & Medzhitov, 2002). Esses 

receptores são capazes de se ligarem e removerem lipoproteínas de baixo peso molecular 

que se encontrem incorporadas pelo S. manoni, possibilitando o reconhecimento do parasita 

pelo sistema imune (Xu et al., 1993). 

Receptores do tipo “Toll” (TLRs), são proteínas transmembrana que se caracterizam pela 

presença de repetições ricas em leucina flanqueadas por regiões ricas em cisteína em sua 

porção extracelular. A porção citoplasmática desses receptores é caracterizada por um 

domínio TIR (Toll/IL-1 Receptor), o qual é fundamental para a sinalização intracelular (Akira 

et al., 2006). Os diferentes tipos de TLRs reconhecem diferentes ligantes associados a 

vários patógenos. Dentre esses receptores, TLR2, TLR3 e TLR4 são capazes de reconhecer 

moléculas do S. mansoni (Van der Kleij et al., 2002; Thomas et al.,2003; Aksoy et al., 2005).  

 O receptor TLR2 presente em células dendríticas é capaz de reconhecer lisofosfatidilserina 

de ovos e vermes adultos do S. mansoni. A ligação dessas moléculas ao TLR2 desencadeia 

uma cascata de sinalização que promove a maturação de células dendríticas produtoras de 

IL-10, as quais são capazes de promover a diferenciação de células T precursoras em 

células T regulatórias (Van der Kleij et al., 2002). 

O RNA de fita dupla derivado do ovo de S. mansoni é reconhecido pelo TLR3 e tem a 

capacidade de induzir a produção das citocinas IL-12p70 e TNF-α, as quais apresentam a 

capacidade de diferenciar células precursoras em células de perfil Th1 (Aksoy et al., 2005). 
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O receptor da imunidade inata TLR4 é capaz de reconhecer o carboidrato lacto-N 

fucopentose III (LNFPIII) presente em diversos estágios do ciclo de vida do S. mansoni. 

Esse carboidrato quando ligado ao receptor TLR4 promove a maturação e a diferenciação 

de células dendríticas secretoras de IL-4, as quais induzem a diferenciação de células 

precursoras em células Th2 (Thomas et al.,2003). 

 

1.4.2- Imunidade adaptativa contra esquistossomose 

Vários estudos vêm demonstrando a importância de uma resposta imune adaptativa para 

uma proteção contra esquistossomose mansônica. 

Em seres humanos, a resposta imune adaptativa pode variar de acordo com a fase clínica 

do hospedeiro. Durante o desenvolvimento da fase aguda é aparente o aumento na 

produção das citocinas IL-1, IL-6, TNF-α e IFN-γ, as quais caracterizam uma forte resposta 

imunológica de perfil Th1, e também aumento dos níveis dos anticorpos IgG1, IgG2, IgG3 e 

baixos níveis dos anticorpos IgM e IgG4 (Jassim et al., 1987; De Jesus et al., 2002). Porém, 

com o início da ovoposição, parece haver uma aparente modificação da resposta 

imunologica para um perfil Th2, o que se acredita ser basicamente mediado pela elevada 

produção da citocina IL-10 (Montenegro et al.,1999). Durante o desenvolvimento da fase 

crônica, ocorre uma aparente modificação no perfil dos anticorpos, com aumento dos níveis 

de IgG4 e baixa na produção de IgG1, IgG2 e IgG3 (Jassim et al., 1987).  

A produção de citocinas Th2 pode também ser importante durante a infecção por S. 

mansoni. Estudos realizados em animais deficientes em IL-4 demonstram que, pode ocorrer 

um aumento exacerbado na produção de óxido nítrico (NO) durante a fase aguda da 

infecção, o que pode levar ao desenvolvimento de caquexia e morte, e durante a fase 

crônica, pode ocorrer também o acúmulo de ovos na região intestinal, os quais geram 

respostas imunológicas que lesam as paredes intestinais, podendo ocasionar endotoxemia e 

morte (Brunet et al., 1997; Fallon et al.,2000). Apesar de uma resposta Th2 aparentemente 
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ser importante para o hospedeiro durante os estágios iniciais da infecção, tal resposta pode 

também contribuir para o desenvolvimento da fibrose hepática e morbidade (Pearce & Mac 

Donald., 2002). Estudos realizados em modelo murino por Fallon e colaboradores, em 2000, 

demonstraram o efeito pró-fibrótico das citocinas IL-4 e principalmente IL-13 no 

desenvolvimento da forma severa da doença (Fallon et al.,2000; Pearce & MacDonald., 

2003). A citocina IL-13 em modelo murino vem sendo extensivamente correlacionada ao 

desenvolvimento da forma severa da esquistossomose, uma vez que camundongos 

deficientes para essa citocina apresentam considerável diminuição dos principais processos 

patológicos relacionados à infecção por S. mansoni (Fallon et al., 2000). Em humanos, ainda 

não existe uma correlação entre desenvolvimento da forma severa da doença e IL-13, 

porém, a produção de citocinas de perfil Th2, como IL-4 e IL-5, parece ser comum quando 

avaliado a reposta proliferativa de indivíduos residentes em áreas endêmicas (Araújo et al., 

1996). Entretanto, tal resposta parece ser muito controversa, com alguns trabalhos 

apresentando resultados contraditórios a tal ideia, como por exemplo, o trabalho realizado 

por Mwatha e colaboradores em 1998, o qual avalia o perfil de citocinas produzidos por 

PBMC de pacientes portadores da fase hepatoesplênica, e encontram aumento na produção 

de citocinas TNF-α e IFN-γ, redução de IL-5 e aumento na produção de receptores solúveis 

para TNF e da quimiocina ICAM-1, o que aparentemente indicaria a presença de uma 

resposta imunológica de perfil característico Th1 (Mwatha et al.,1998). 

Vários estudos vêm demonstrando a importância de processos que regulem a exacerbação 

de uma resposta imune, e acredita-se que IL-10 desempenhe um papel essencial em tal 

controle em infecções por S. mansoni (Hoffmann et al., 2000; Vaillant et al., 2001). 

Experimentos realizados com camundongos duplamente deficientes para as citocinas IL-4 e 

IL-10 apresentam uma resposta imune polarizada Th1, com elevados níveis de produção de 

óxido nítrico (NO), aumento significativo de processos hepatotóxicos e maiores índices de 

mortalidade quando comparados aos animais deficientes somente para IL-4 (Hoffmann et 

al., 2000). Quando avaliado o desenvolvimento patológico em animais duplamente 
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deficientes em IL-10 e TNF-α e IL-10 e IFN-γ, nota-se um aumento significativo no processo 

de deposição fibrótica, o qual foi caracterizado por uma resposta polarizada Th2, com 

aumento significativo na formação de granulomas e na mortalidade durante a fase crônica 

da doença (Hoffmann et al., 2000; Vaillant et al., 2001). Portanto, aparentemente a citocina 

IL-10 apresenta um papel crucial durante a infecção por S. mansoni, evitando que ocorram 

patologias severas mediadas por respostas polarizadas do tipo Th1 ou Th2. 

Em modelo murino, uma resposta imune protetora contra esquistossomose aparentemente 

envolve tanto a imunidade celular quanto a humoral (Janckovick et al., 1999). Acredita-se 

que essa resposta imune efetiva contra esquistossomose seja mediada pela produção das 

citocinas IFN-γ e TNF-α e aumento dos níveis de anticorpos IgG2a e IgG2b (Smythies et al., 

1992; Street et al., 1999). As citocinas IFN-γ e TNF-α podem atuar na imunidade protetora 

contra esquistossomose através de mecanismos mediados pelo aumento da produção de 

óxido nítrico (NO), assim como, atuar na formação de uma resposta imunológica na região 

pulmonar, através mecanismo dependente de linfócitos e macrófagos, contra 

esquistossômulos migrantes (James et al., 1988; Wilson et al., 1996). A atuação dos 

anticorpos IgG2a e IgG2b na proteção aparentemente se baseia em uma resposta 

imunológica mediada por eosinófilos e ativação do complemento contra esquistossômulos 

migrantes (Grzych et al., 1982; Horta & Ramalho-Pinto, 1984). 

 

1.5- Desenvolvimento de uma vacina anti-esquistossomótica 

Devido a ineficiência do tratamento quimioterápico em evitar a reinfecção e ao surgimento 

de cepas de S. mansoni resistentes ao tratamento, estratégias de vacinação, sozinhas ou 

em conjunto com a utilização de quimioterápicos, podem ser a única maneira de se acabar 

com os principais problemas relacionados à esquistossomose mansônica (Mc Manus & 

Loukas, 2008). Devido a incapacidade do Schistosoma sp. se multiplicar dentro do 

hospedeiro definitivo, uma vacina que confira um nível de proteção de pelo menos 50%  
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e/ou efeito esterilizante nas fêmeas do parasita, seria eficiente na diminuição da morbidade 

e da transmissão da doença (Chan et al., 1997; Mc Manus & Loukas, 2008). 

Uma vacina antiesquistossomótica ideal, segundo Bergquist (1998), deve ser capaz de 

induzir altos níveis de proteção e/ou reduzir fecundidade e patologia, ser facilmente 

produzida em larga escala, ser segura para a utilização em humanos e facilmente 

incorporada a programas de imunização (Bergquist, 1998). 

Diversas estratégias de vacinação já foram avaliadas contra a esquistossomose mansônica, 

porém, a utilização de cercárias irradiadas é a que induz maiores níveis de proteção em 

modelo murino, podendo chegar a 94% de redução na contagem de vermes após o desafio 

com cercárias não irradiadas (Wynn et al., 1996). A resposta imune protetora gerada pela 

imunização com cercárias irradiadas parece estar diretamente relacionada à atuação das 

citocinas IFN-γ e TNF-α em conjunto a uma resposta humoral eficiente (Jankovick et al., 

1999; Street et al., 1999). Apesar dos elevados níveis de proteção alcançados em 

camundongos, o uso dessa estratégia vacinal não se aplicaria em humanos, devido 

principalmente a possibilidade de o parasita recuperar sua forma infectante e aos elevados 

custos de produção e manutenção das cercárias irradiadas. Portanto, o modelo de 

imunização utilizando cercárias irradiadas é utilizado apenas em estudos dos mecanismos 

imunológicos responsáveis pela indução da imunidade protetora. 

Diversos antígenos do S. mansoni já foram avaliados como candidatos vacinais, porém, 

nenhuma resposta imune protetora, com equivalente nível de proteção obtido pela 

imunização com cercárias irradiadas, foi alcançada (Mc Manus & Loukas, 2008).  Vários 

pesquisadores acreditam que os principais alvos vacinais se encontram presente no 

tegumento do S. mansoni (Loukas et al.,2007; Pinheiro et al., 2011). 
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1.5.1- Proteínas do tegumento como candidatos vacinais 

O tegumento consiste de um sincício de células fundidas que cobrem todo o corpo de 

vermes adultos do Schistosoma sp., e visto que tal estrutura se encontra presente em 

basicamente todos os vermes que habitam a circulação sanguínea, acredita-se que tal 

estrutura seja uma essencial adaptação para a sobrevivência em tal ambiente (Hellemond et 

al.,2006). O tegumento parece estar envolvido em processos como nutrição, evasão imune 

e modulação, excreção, osmorregulação, transdução de sinais e recepção sensorial e 

importantemente na perspectiva de desenvolvimento de uma vacina, constitui a interface de 

interação entre hospedeiro e parasita (Hellemond et al.,2006; Loukas et al.,2007). O 

desenho esquemático de tal estrutura se encontra na Figura 3. 

 

 

Figura 3 Desenho esquemático do tegumento do Schistosoma mansoni e a possível localização de 

algumas proteínas encontradas em tal estrutura. As proteínas em azul apresentam uma posição 

mais externa em relação às proteínas em vermelho (Braschi et al., 2006). 



28 
 

 

Várias proteínas presentes no tegumento já foram avaliadas em relação ao potencial 

protetor contra esquistossomose mansônica em modelo murino, dentre elas podemos citar a 

calpaína (Ahmad et al., 2009; Zhang et al., 2010), Sm21.7 (Ahmed et al., 2001; Ahmed et al., 

2006), filamina (Cook et al., 2004), Sm21.6 (Lopes et al., 2009), fimbrina (Mohamed et al., 

1998; Romeih et al.,2008), ECL (Nascimento et al.,2007), glutationa peroxidase (Shalaby et 

al., 2003), Sm29 (Cardoso et al., 2008), TSP-2 (Tran et al., 2006), dentre outras. Entre as 

proteínas presentes no tegumento já testadas, se destacam a Sm29 e a TSP-2. 

  

1.5.2- Candidato vacinal Sm29 

Estudos realizados por Cardoso e colaboradores (2006) demonstraram que Sm29 é uma 

proteína de ponto isoelétrico 8,08 e de massa molecular aproximada a 18,07 KDa com 

pouca similaridade com proteínas depositadas no databank, a não ser por algumas poucas 

proteínas presentes em Schistosoma japonicum (Cardoso et al., 2006a; Cardoso et al., 

2006b). Sm29 possui um peptídeo sinal em sua porção N-terminal de aproximadamente 26 

aminoácidos, uma hélice transmembrana na regão C-terminal e 17 cisteínas que 

provavelmente formam oito pontes dissulfeto características de proteínas de membranas ou 

secretadas (Cardoso et al., 2006b). Tal proteína possui três sinais de O-glicosilação e dois 

de N-glicosilação em sua estrutura, o que explica a massa molecular prevista de 29KDa 

(Cardoso et al.,2006b). Resultados de microscopia confocal, confirmam a presença de 

Sm29 no tegumento de vermes adultos e esquistossômulos e também em alguns tecidos 

internos de fêmeas adultas do S. mansoni (Cardoso et al., 2006a; Cardoso et al., 2006b; 

Cardoso et al.,2008). A sequência de aminoácidos da Sm29 apresentou vários motivos bem 

conservados como o de toxinas tipo cobra (enovelamento rico em dissulfetos) e motivos de 

pequenas proteínas (ligantes de metais, hemes e pontes dissulfeto) (Cardoso et al., 2006b). 
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A avaliação da sequência peptídica da Sm29 identificou 5 epítopos promíscuos de ligação a 

MHC-II  de seres humanos, e quando avaliado o soro de indivíduos resistentes a reinfecção, 

nota-se maiores níveis de anticorpos IgG1 e IgG3 anti-Sm29 do que indivíduos naturalmente 

susceptíveis (Cardoso et al.,2006a). 

Quando utilizada como vacina recombinante em modelo murino, a proteína Sm29 foi capaz 

de gerar uma resposta humoral com altos níveis de IgG, IgG1 e IgG2a anti-Sm29, uma 

resposta celular de perfil Th1 com níveis elevados de IFN-γ, TNF-α, e IL-12, assim como 

alcançar níveis de 51%, 60% e 50% na redução de vermes, ovos presentes no intestino e 

número de granulomas, respectivamente (Cardoso et al.,2008).  

Quando avaliada em sua forma recombinante em babuínos, a proteína Sm29 se demonstrou 

altamente imunogênica, visto os elevados índices de proliferação celular dos animais 

imunizados com essa proteína quando comparados ao grupo controle (dados não 

publicados). 

Tais resultados indicam que Sm29 é um importante candidato vacinal contra 

esquistossomose mansônica. 

 

1.5.3- Candidato vacinal Tetraspanina-2 (TSP-2) 

Tetraspaninas consistem de uma larga superfamília de proteínas que provavelmente se 

encontram presentes em todos os metazoários (Kovalenko et al., 2005; Cupit et al.,2011). 

Tais proteínas contêm quatro domínios transmembranas bem conservados (TM1-TM4), 

domínios intracitoplasmáticos N e C-terminais e duas alças extracelulares (EC-1 e EC-2) 

separadas por uma curta alça intracelular (ICL) (Kovalenko et al.,2005). Tetraspaninas tem a 

capacidade de se ligarem a uma grande gama de proteínas trasmembranas, como 

integrinas, receptores e fatores de crescimento, moléculas de MHC II, proteínas da 

superfamília das imunoglobulinas a também com outras tetraspaninas, o que permite que 
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tais moléculas estejam envolvidas em diversos processos biológicos, como por exemplo, 

evasão imune e processos estruturais (Kovalenko et al.,2005; Cupit et al.,2011). 

TSP-2 é uma proteína da família das tetraspaninas encontrada basicamente no tegumento 

de vermes adultos e esquistossômulos de S. mansoni e que possui homologia a receptores 

de superfícies de células B e células T (Tran et al.,2006). Trabalhos realizados por Tran e 

colaboradores (2010) demonstram que quando vermes adultos de S. mansoni tem sua 

produção de TSP-2 inibida pela ação de dsRNAs, processos relacionados a renovação do 

tegumento apical se tornam prejudicados, visto o aumento no número e tamanho de 

vacúolos da camada superficial, menor quantidade de inclusões citoplasmáticas e 

espessura mais fina de tal camada, e em esquistossômulos, o efeito do tratamento com 

dsRNAs contra TSP-2, faz com que o tegumento se torne mais fino, com maiores índices de 

invaginações e compartimentos celulares, e também foi demonstrado que a inibição de TSP-

2 pode influenciar na sobrevivência de tais parasitas in vivo (Tran et al.,2010; Cupit et al., 

2011). 

TSP-2 é fortemente reconhecida por anticorpos IgG1 e IgG3 de indivíduos naturalmente 

resistente a infecção, e quando utilizada na forma de vacina recombinante em modelo 

murino, tal proteína foi capaz de gerar elevados níveis de IgG1 e IgG2a anti-TSP-2 e 

também 57%, 64% e 69% de redução na contagem de vermes, ovos presentes no fígado e 

nas fezes respectivamente e devido ao fato da expressão de tal proteína parecer não estar 

sobre influência de muitos polimorfismos, ao contrário do que ocorre com a tetraspanina-2 

de S. japonicum,  tal proteína tem uma grande potencial como candidato vacinal (Tran et 

al.,2006; Cupit et al.,2011).  

 

1.6- Vacinas de DNA 

Wolff e colaboradores (1990) demonstraram que a administração via injeção intramuscular 

de plasmídeos, sob controle de promotor que permita a expressão gênica em células 
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eucarióticas, era capaz de levar a síntese proteica de genes repórteres sem a necessidade 

de maiores sofisticações da técnica (Wolff et al.,1990).  Em 1992, De-Chu Tang e 

colaboradores, através da administração de plasmídeos em orelhas de camundongos foi 

capaz de perceber que a expressão da proteína heteróloga era capaz de gerar uma 

resposta humoral contra hormônio de crescimento humano (Tang et al., 1992). Em 1993, 

Ulmer e colaboradores demonstraram que plasmídeos contendo a sequência de uma 

nucleoproteína conservada do vírus influenza era capaz de gerar resposta imune protetora 

percebida in vivo contra tal vírus, dando início assim, a metodologia de vacinação por DNA 

(Ulmer et al., 1993). 

Vacina de DNA é a designação relacionada à metodologia de imunização que ao invés de 

se utilizar de antígenos como forma de imunização se utiliza de genes que codifiquem tais 

antígenos (Donnelly, 2005). Normalmente, vacinas de DNA correspondem a vetores 

plasmidiais de origem bacteriana, os quais contenham genes heterólogos de interesse sob o 

controle de um forte promotor que capacite à expressão gênica em células de mamíferos 

(Garmory et al., 2003). Devido tal expressão ocorrer em células de mamíferos, ao contrário 

de procedimentos de imunização com proteínas, o processo de síntese intracelular do 

antígeno codificado pelo plasmídeo permitirá que tal proteína sofra normais modificações 

pós-traducionais e que seja corretamente glicosilado (Shedlock & Weiner., 2000). 

A metodologia de vacinação por DNA apresenta como principais vantagens: Versatilidade 

na construção dos plasmídeos; Produção relativamente simples e rápida; Facilidade de 

transporte e distribuição; As vacinas são relativamente seguras, uma vez que não existe a 

necessidade da utilização de organismos patogênicos; Estabilidade em temperatura 

ambiente e ainda apresenta a capacidade de estimular tanto a imunidade inata quanto a 

adaptativa (Liu, 2003; Fioretti et al., 2010; Liu, 2011). Entretanto, mesmo com todas essas 

vantagens, as vacinas de DNA geralmente apresentam baixa capacidade de transfecção in 

vivo e baixa imunogenicidade em animais de grande porte (Liu, 2003; Fioretti et al., 2010; 

Liu, 2011). 
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Devido aos problemas encontrados relacionados à baixa capacidade transfectante e a 

carência de fortes respostas imunológicas em organismos de grande porte e humanos, 

grandes esforços são despendidos para aumentar a potência de vacinas de DNA, o que 

pode ir de tentativas para se aumentar a estabilidade, expressão e otimização de vias de 

administração (Garmory et al., 2003; Liu, 2011). 

 

1.6.1- Otimização de vacinas de DNA 

Mesmo com o grande potencial das vacinas de DNA em induzirem diferentes tipos de 

resposta imunológica, baixo custo de produção, estabilidade e outras vantagens, a baixa 

capacidade de transfecção pode limitar a eficiência de tal estratégia, o que dita a 

necessidade de técnicas que otimizem o processo de transfecção ou aumentem a eficiência 

da produção protéica do plasmídeo, como por exemplo a inserção de uma sequência de 

Kozak ou otimização de códons (Ólafsdóttir et al., 2008; Fioretti et al.,2010; Liu., 2011). 

Até 1981 acreditava-se que o início da tradução protéica em eucariotos ocorria quando a 

subunidade ribossômica 40S encontrava o primeiro 5’ AUG 3’em um mRNA, porém, estudos 

realizados por Marilyn Kozak, no ano de 1981, demonstraram que nas sequências mais 

expressas, encontravam-se uma purina na posição -3 e uma guanina na posição +4, e 

trabalhos de avaliação de sequências não codificantes de 699 espécies de vertebrados no 

ano de 1987, também por Marilyn Kozak, demonstraram que existia uma sequência 

consenso para o início da tradução na maioria dos RNAs mensageiros, a qual correspondia 

basicamente a 5’ GCCGCCACCAUGG 3’, a qual ficou conhecida como sequência consenso 

de Kozak. A inserção de uma sequência consenso de Kozak na região 5’ da sequência a ser 

produzida e utilizada como imunógeno, provavelmente será capaz de aumentar os índices 

de tradução do mRNA codificado, o que é almejado na metodologia de imunização por DNA 

devido aos baixos índices de transfecção (Kozak., 1981; Kozak., 1987;Garmory et al., 2003; 

Ólafsdóttir et al., 2008). 



33 
 

As proporções de tRNAs entre as espécies variam, e o uso de códons selecionados 

geralmente se encontra relacionado com a eficiência da expressão gênica, de modo que os 

genes mais expressos evitam a presença de códons correspondentes a tRNAs de menores 

freqüências, portanto, diferenças entre códons preferenciais entre um organismo hospedeiro 

e um gene heterólogo podem afetar os níveis de expressão de vacinas de DNA (Garmory et 

al.,2003; Kutzler et al.,2008). 

 

1.6.2- Principais formas de administração de vacinas de DNA 

As principais formas de administração de vacinas de DNA são a intramuscular e a 

biobalística ou gene gun, como demonstrado na Figura 4. Outra metodologia promissora 

como forma de administração de vacina de DNA é a utilização da eletroporação. 
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Figura 4 Principais vias de administração de vacinas de DNA. Após a obtenção do plasmídeo 

contendo o gene do antígeno de interesse, ele pode ser administrado por diversas vias. As duas 

principais vias de administração são a intramuscular e através de biobalística ou gene gun. 

 

Em 1990, Wolff e colaboradores foram os primeiros a demonstrar que a administração de 

plasmídeos via injeção intramuscular era capaz de levar a expressão proteica sem a 

necessidade de tecnologias mais elaboradas (Wolff et al., 1990). A partir de tal observação, 

vários estudos posteriores se utilizaram de tal técnica como forma de imunização gênica. Tal 

processo de imunização atua transfectando principalmente miócitos, porém, acredita-se que 

células apresentadoras de antígenos APCs  também são transfectadas, as quais exercem 

papeis fundamentais na geração da resposta imune. O volume geralmente utilizado para a 

imunização excede a capacidade volumétrica do músculo anterior tibial de camundongos, o 
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que resulta na dispersão da vacina em toda a extensão do músculo, bainha epimisial e 

linfonodos circundantes (Dupuis, 2000).  

Várias metodologias visam o aperfeiçoamento da administração e da transfecção celular 

pela rota intramuscular, como por exemplo, os sistemas Biojector®2000 e Mini-Ject™ e 

eletroporação in vivo. O sistema Biojector®2000 é formado por um aparato que é capaz de 

injetar o material desejado, tanto intramuscularmente quanto subcutaneamente, através de 

pressão gerada por gás CO2 em uma maneira independente de agulhas (Bioject - 

http://www.bioject.com/biojector2000.html). O sistema Mini-Ject™ atua inserindo o material 

intramuscularmente, de maneira independente de agulhas, através de pressão gasosa 

gerada por reação química. Apesar de menos dolorosas que injeção muscular por 

intermédio de agulha, os sistemas de injeção Biojector®2000 e Mini-Ject™ aparecem como 

metodologias muito mais dispendiosas e não apresentam benefícios aparentes no que se 

relaciona a potencialização imunológica de vacinas de DNA (Rao., 2005).  

Eletroporação ou Eletropermeabilização vem se mostrando como uma técnica com a 

capacidade de aumentar o potencial transfectante, níveis de expressão protéica e potencial 

imunogênico de vacinas de DNA (Dupuis et al., 2000 ; Babiuk et al., 2004 ; Wang et al., 

2008). A metodologia se baseia na geração de pulsos eletromagnéticos nos locais da 

injeção da vacina de DNA, o qual permite a maior permeabilização das células ao redor e 

consequentemente aumentando os níveis de transfecção celular (Aihara & Miyazaki., 1998) 

e com capacidade de gerar prolongada memória imunológica (Tsang et al.,2007). Apesar de 

se mostrar como tecnologia altamente eficiente no quesito imunogenicidade e potencial 

transfectante, a eletroporação pode ocasionar altas taxas de integrações cromossômicas, o 

que é indesejável para a vacinação por DNA, além do que, ainda se apresenta como 

tecnologia altamente dispendiosa, o que poderia limitar sua utilização em países menos 

desenvolvidos (Wang et al., 2004; Liu., 2011). 

http://www.bioject.com/biojector2000.html
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Experimentos realizados por Williams e colaboradores, em 1991, demonstraram que 

partículas de ouro ou tungstênio cobertas com plasmídeos quando expelidas por pressão 

gerada por gás hélio eram capaz de transfectar células da pele e fígado, assim como, 

síntese de proteínas codificadas pelos plasmídeos, o que tornou tal metodologia indicada 

para procedimentos de imunização com DNA( Williams et al., 1991). Tal metodologia, 

atualmente conhecida como gene gun ou biobalística vem sendo utilizada em pequenos 

animais com bons níveis imunogênicos e se mostra como metodologia promissora para 

imunização de animais de grande porte (Wang et al., 2008).  

 

1.7- Vacinas de DNA e a esquistossomose mansônica 

Muitos pesquisadores acreditam que uma resposta imunoprotetora contra S. mansoni 

envolva tanto a imunidade celular quanto humoral, portanto, vacinas de DNA se tornam 

metodologia promissora de imunização, devido a sua capacidade de induzir ambos os 

componentes do sistema imune (Fonseca et al., 2006; Oliveira et al., 2008). 

A calpaína (Sm-p80) é uma proteína que se encontra relacionada ao processo de renovação 

da membrana externa do S. mansoni, processo esse utilizado com o intuito de escapar da 

resposta imune do hospedeiro (Ahmad et al.,2009). Em 2009, Ahmad e colaboradores, 

utilizando o vetor pcDNA3 com a sequência de Sm-p80 obtiveram em camundongos 

C57BL/6 níveis de proteção equivalentes a 59% na redução da contagem de vermes e 84% 

na contagem de ovos do fígado, além de elevados níveis de anticorpos IgG1, IgG2a, IgG2b 

e IgG3 e aumento significativo na produção de citocinas IL-2 e IFN-γ, o que pode indicar o 

direcionamento da resposta imunológica para o perfil Th1. Zhang e colaboradores em 2010, 

utilizaram em imunizações o vetor vr1020, o qual tem seu uso aprovado em seres humanos, 

e conseguiram níveis de aproximadamente 47% na redução da carga parasitária, o que foi 

acompanhado por elevados níveis de anticorpos  IgG2b e citocinas IL-2 e IFN-γ, o que mais 

uma vez prediz um direcionamento de resposta imunológica para o perfil Th1 e também um 
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elevado nível de transcritos correspondentes as citocinas TGF-β e IL-17, o que pode estar 

relacionado a presença de uma resposta de perfil imunológico Th17 (Zhang et al.,2010). 

Sidiqqui e colaboradores em 2003, utilizando a injeção conjunta de plasmídeos codificantes 

para a as citocinas IL-2 e IL-12 conseguiram aumentar os níveis de proteção (redução na 

contagem de vermes recuperados) do plasmídeo codificante para Sm-p80 de 39% para 57% 

e 45%, respectivamente, além de aumento nos níveis de IgG, IgG2a e IgG2b quando o DNA 

de IL-2 foi utilizado e aumento nos níveis de IgG e IgG2a quando o DNA de IL-12 foi 

utilizado (Sidiqqui et al., 2003) Em 2009, Ahmad e colaboradores, utilizando-se do vetor 

pcDNA3, imunizaram babuínos (Papio anubis) e alcançaram 38% de redução na contagem 

de vermes recuperados e 32% de redução na contagem de ovos do fígado + intestino, altos 

títulos de anticorpos IgG1 e IgG2 anti-Sm-p80 e altos níveis de IL-2 e IFN-γ quando 

comparados com o grupo controle, o que mais uma vez prediz o direcionamento para uma 

resposta imunológica de perfil Th1 (Ahmad et al.,2009). 

A proteína Sm23, da família das tetraspaninas, possui quatro domínios hidrofóbicos e se 

encontra ligada ao tegumento de vermes adultos através de uma âncora de GPI 

(glicosilfosfatidilinositol) (Köster & Strand., 1994). Quando avaliada como vacina de DNA, a 

sequência da proteína Sm23 inserida no vetor pcDNA alcançou níveis de proteção (redução 

de vermes adultos) indo de 25-44% e com elevados níveis de IgG, e IgG2a >IgG1 (Da’dara 

et al., 2001). Quando administrados conjuntamente a vacina pcDNA-Sm23, os plasmídeos 

codificantes paras as citocinas IL-12 (pNGVL3-mIL-12) ou IL-4 (pNGVL3-mIL-4) não 

apresentaram nenhuma diferença significativa na contagem de vermes adultos quando 

comparadas a vacina pcDNA-Sm23 sozinha. Porém, a coadministração do plasmídeo 

contendo a sequência de IL-12 foi capaz de reduzir os níveis de IgG1, enquanto que, a 

administração do plasmídeo codificante para IL-4 reduziu os níveis totais de IgG e IgG2a 

IgG1 (Da’dara et al., 2001). 

Enzimas antioxidantes estão envolvidas na evasão de vermes adultos do S. mansoni à 

respostas imunes do hospedeiro envolvendo espécies oxidantes reativas (Mei & Lo Verde., 
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1997). Dentre essas enzimas está a Cu/Zn superóxido dismutase, que se encontra presente 

principalmente no tegumento de vermes adultos (Mei & Lo Verde., 1997). Em 2003, Shalaby 

e colaboradores demonstraram que a imunização de camundongos C57BL/6 com o 

plasmídeo pcDNA contendo as sequências de Cu/Zn superóxido dismutase (CT-SOD) ou 

Cu/Zn superóxido dismutase com peptídeo sinal (SP-SOD) foram capazes de alcançar 44-

60% e 22-45% de proteção, respectivamente, quando comparados aos animais do grupo 

controle (Shalaby et al., 2003). Outra proteína importante provavelmente envolvida na 

evasão do S. mansoni é a glutationa peroxidase, a qual se encontra presente também 

preferencialmente no tegumento de vermes adultos (Mei & Lo Verde., 1997). Quando 

avaliada em forma de vacina de DNA, a enzima nativa gluationa peroxidase (GPXbb) 

alcançou níveis de proteção de 23-55%, enquanto que a forma mutada (GPXm), a qual tinha 

um aminoácido selenocisteína substituído por uma cisteína em seu sítio catalítico, induziu 

apenas 25-35% de proteção na redução de vermes adultos quando comparada ao grupo 

controle (Shalaby et al., 2003). 

Outro candidato testado foi a proteína filamina, a qual possui homologia a proteína ligadora 

de actina humana e se encontra presente em vários estágios do desenvolvimento de S. 

mansoni e também no tegumento de vermes adultos (Cook et al.,2004). Quando 

administrada na forma de vacina de DNA, a proteína filamina inserida no vetor pcDNA foi 

capaz de gerar 50% de redução na contagem de vermes, títulos elevados de  IgG e IgG2a, 

IgG2b e IgG1 e aumento no percentual de células secretoras de IFNγ, IL-4, IL-5 e IL-10, o 

que é um indicativo de uma resposta de perfil misto Th1/Th2,  quando comparada ao grupo 

controle (Cook et al.,2004). 

A Sm20.8, membro de uma família de proteínas solúveis encontradas no tegumento de S. 

mansoni,  contem  motivos EF-hands, os quais são característicos de proteínas ligadoras de 

cálcio, e é reconhecida como alvo antigênico em antisoro protetor (Mohamed et al., 1998). 

Quando administrada como vacina de DNA pela via intramuscular em camundongos 
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C57BL/6 no vetor pcDNA, a proteína Sm20.8 induziu 28,5-30,8% de redução na contagem 

de vermes quando comparada ao grupo controle (Mohamed et al., 1998). 

A proteína Sm21.7 é encontrada principalmente no tegumento e nas camadas parenquimais 

de vermes adultos de S. mansoni e apresenta considerável potencial como antígeno para 

uma vacina anti-esquistossomótica (Ahmed et al.,2001). Quando avaliada como vacina de 

DNA, a sequência da proteína Sm21.7 , inserida no vetor pcDNA1, foi capaz de induziu 

41,53% de proteção, altos níveis de IgG, redução de 62% e 67% na contagem de ovos 

presentes no fígado e intestino, respectivamente, e diminuição na contagem e tamanho de 

granulomas hepáticos quando comparados ao grupo controle (Ahmed et al.,2006). Fimbrina 

é uma proteína de aproximadamente 651 aminoácidos presente no tegumento de vermes 

adultos do S. mansoni com alta homologia a fimbrina de aves e plastina humana (Romeih et 

al., 2008). Quando avaliada como vacina de DNA multivalente em conjunto com a proteína 

Sm21.7, ambas foram capazes de induzir 56% de redução na contagem de vermes, altos 

níveis de IgG, e 41,5 e  55,6% de redução na contagem de ovos no fígado e intestino 

respectivamente (Romeih et al.,2008). 

A macromolécula ECL é uma proteína de aproximadamente 200kDa ligada por uma âncora 

de GPI (glicosilfosfatidilinositol) ao tegumento de vermes adultos e também presente em 

diferentes estágios de vida do S. mansoni (Nascimento et al., 2007). A imunização de 

camundongos com o plasmídeo pVAX contendo fragmento da proteína ECL foi capaz de 

alcançar 38,1% de proteção e níveis significativos de IgG, IgG1 e IgG2a, o que não foi 

observado para os anticorpos IgE e IgG3 (Nascimento et al., 2007). 

Outro importante candidato vacinal é a Sm14, a qual apresenta aproximadamente 14,8 KDa 

e com conhecida homologia a proteínas ligadoras de ácidos graxos, o que associado à 

incapacidade de síntese DE NOVO de ácidos graxos por tais vermes, indicam que tal 

proteína possa estar envolvida no processo de captação de metabólitos do hospedeiro 

(Moser et al.,1991). A proteína Sm14 quando utilizada como vacina de DNA no vetor pCI, foi 
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capaz de gerar uma resposta imunológica protetora com 40,5% de redução na contagem de 

vermes, altos níveis de IgG anti Sm14 e elevada produção de citocinas TNF-α, IFN-γ e IL-10 

quando comparada ao grupo controle (Fonseca et al., 2006). 
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2- JUSTIFICATIVA 

Mesmo com a existência de quimioterápicos efetivos contra esquistossomose 

mansônica, como por exemplo, o Praziquantel, ainda existe a propagação da 

esquistossomose para novas áreas (Mc Manus e Loukas.,2008). Uma eficiente distribuição 

de tal quimioterápico necessitaria de uma complexa estrutura que regularmente cobrisse 

todas as possíveis áreas de contaminação de uma região endêmica, o que aliado com a 

incapacidade de tal estratégia limitar a reinfecção, podem ditar que tal metodologia seja 

muito dispendiosa ou até impraticável (Mc Manus e Loukas.,2008). Além disso, estudos 

realizados por Gryssels e colaboradores (2006) demonstram que algumas cepas de 

Schistosoma mansoni desenvolvem a capacidade de resistência ao tratamento 

quimioterápico (Gryseels et al., 2006). Assim como medida profilática, a vacinação seria um 

método ideal para o controle da esquistossomose, exclusivamente ou em combinação com 

quimioterápicos, sendo que a vacinação poderia atuar na redução da morbidade e também 

impactar a transmissão. (Bergquist et al.,2005; Zhang et al.,2007).  

Sendo assim vários antígenos de S. mansoni já foram avaliados em relação ao potencial 

imunogênico, demonstrando diferentes percentuais de proteção alcançados, como proteínas 

do tegumento, calpaína, SODs (superóxido dismutases), filamina, ECL (Sm200), Sm25, 

Sm21.7, Smfimbrina, paramiosina, FABPs, (proteínas ligadoras de ácidos graxos) dentre 

outras (Mc Manus & Loukas., 2008; Pinheiro et al., 2011).  

Uma proteína presente no tegumento de vermes adultos já estudada por nosso grupo 

denominada de Sm29 se encontra entre os genes mais expressos no Schistosoma mansoni, 

e a localização estratégica de Sm29 em esquistossômulos e vermes adultos, e sua ausência 

em cercárias, sugere que a proteína exerça importante função na adaptação do parasito ao 

novo ambiente, o hospedeiro definitivo (Cardoso et al., 2008). Cardoso e colaboradores 

(2008) através da imunização de camundongos com a proteína Sm29 alcançaram altos 
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níveis de redução na contagem de vermes adultos, de ovos na região intestinal e número de 

granulomas intestinais (51%, 60% e 50% respectivamente), sendo que tal proteína pode ser 

considerada como antígeno candidato para novas vacinas contra S.mansoni. (Cardoso et 

al.,2008). Porém, existe uma grande dificuldade de expressão da proteína Sm29 

recombinante na forma solúvel, ditando assim, a necessidade da utilização de técnicas que 

tenham a capacidade de solucionar tal problema.  

Outra proteína detentora de resultados promissores foi à proteína Tetraspanina-2, a qual 

se encontra presente no tegumento do S. mansoni, basicamente em vermes adultos e 

esquistossômulos, sendo que suas funções parecem estar relacionadas a renovação do 

tegumento  e interações proteínas-proteína (Tran et al.,2010). Estudos realizados por Tran e 

colaboradores (2006) revelaram grande potencial imunogênico, com significativa redução da 

carga parasitária e ovos (57% e 64% respectivamente) obtidos através da imunização de 

camundongos com a proteína Tetraspanina-2 (Sm-TSP-2) (Tran et al.,2010).  

Devido aos resultados poucos promissores apresentados até o momento no 

desenvolvimento de uma vacina contra esquistossomose mansônica, a junção de um ou 

mais antígenos na metodologia de imunização pode ser responsável pela potencialização 

dos níveis de proteção alcançados pelas proteínas em sua forma individual. (Romeih et al., 

2008).  

Visto que aparentemente uma resposta imune contra a esquistossomose efetiva parece 

estar relacionada com resposta imune celular e humoral (Janckovick et al.,1999), que 

vacinas de DNA apresentam capacidade de estimular tais respostas, assim como outros 

componentes do sistema imunológico (Liu.,2011) e que tal metodologia de imunização pode 

resolver os problemas encontrados com a difícil solubilização de Sm29, visamos avaliar o 

potencial de tal metodologia como forma de imunização contra a esquistossomose 

mansônica murina utilizando os candidatos vacinais Sm29 e Tetraspanina-2, em sua forma 

individual, ou em forma de quimera ou vacina multivalente.  
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3- OBJETIVO 

3.1- Geral 

O objetivo deste trabalho é construir e avaliar a eficiência das vacinas de DNA contendo as 

sequências das proteínas Sm29 ou tetraspanina-2(TSP-2) do S. mansoni, separadas, na 

forma de quimera ou como vacina multivalente em modelo murino. 

 

3.2- Específicos  

Os objetivos específicos são: 

 Construir os plasmídeos contendo a sequência das proteínas Sm29, Tetraspanina-2 

e uma sequência quimérica proveniente da fusão de ambas 

 Avaliar a transcrição e tradução das proteínas in vitro em células BHK21 

 Analisar a resposta humoral induzida após as imunizações 

 Determinar o perfil de citocinas induzidas através da dosagem de IL-4, IL-5, IFN-γ, 

TNF-α e IL-10 

 Avaliar os níveis de proteção alcançados com as Vacinas de DNA 

 Determinar a influência das imunizações na deposição de ovos no fígado 
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4- METODOLOGIA 

4. 1-  Animais e parasitas 

Camundongos fêmeas C57BL/6 com seis a oito semanas de idade foram adquiridos do 

biotério central da Universidade Federal de Minas Gerais. Cercárias de S. mansoni (cepa 

LE) foram obtidas do Centro de Pesquisas René Rachou – Fundação Oswaldo Cruz pelo 

método de estimulação luminosa a caramujos infectados para a liberação de cercárias. 

Número de cercárias e viabilidade foram determinados usando microscópio ótico antes da 

infecção. Todos os estudos utilizando-se animais experimentais foram aprovados pelo 

Comitê de Ética em Experimentação Animal (CETEA/UFMG) Protocolo nº 254/2010.  

4.2-  Construções dos plasmídeos 

As sequências gênicas correspondentes as proteínas Sm29, TSP-2 e a forma quimérica de 

ambas foram sintetizadas no plasmídeo pUMVC3 (Aldevron), Figura 5,  pela empresa Epoch 

Biolabs (Missouri,Texas, USA). As sequências gênicas foram inseridas no sítio múltiplo de 

clonagem entre as regiões correspondentes as enzimas de clivagem EcoRI(1102) e 

XbaI(1130) e sob o controle do promotor do citomegalovírus (CMV IE). Os insertos 

passaram por processo de otimização de sequência para expressão gênica em células de 

mamíferos e a sequência de KOZAK (5’GCCGCCACCATGG3’) foi inserida na janela de 

leitura em cada um dos genes correspondentes.  
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Figura 5 pUMVC3 (Aldevron) 
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4.3-  Vacinas de DNA  

As construções pUMVC3/Sm29, pUMVC3/TSP-2 e pUMVC3/Quimera foram amplificadas na 

cepa bacteriana XL1-Blue e isoladas usando EndoFree Plasmid Giga Kit® (Qiagen, 

Valencia, CA) conforme manual do fabricante. Os plasmídeos foram ressuspendidos em 

solução salina fosfato tamponado a uma concentração final de 1mg/mL para posteriores 

imunizações. A integridade dos plasmídeos foi avaliada em gel de agarose 1% corado com 

blue-green como demonstrado na figura 6.  

 

Figura 6 Avaliação da integridade dos plasmídeos. Gel de agarose 1% contendo as vacinas de DNA 

digeridas com as enzimas de restrição ECORI e XBAI. (1) - pUMVC3 não digerido, (2) - pUMVC3 

digerido, (3) - pUMVC3/Sm29 Não digerido, (4) - pUMVC3/Sm29 digerido, (5) - pUMVC3/TSP-2 Não 

digerido, (6) - pUMVC3/TSP-2 digerido, (7) - pUMVC3/Quimera Não digerido e (8) - 

pUMVC3/Quimera digerido. 

 

 

 

 



47 
 

4.4  Produção de Sm29 e quimera recombinantes 

 

As proteína Sm29 recombinante foi produzida de acordo com Cardoso et al., 2006a. 

Rapidamente, o cDNA da proteína Sm29 ligado a uma cauda C terminal de histidina 6x foi 

produzido em E. coli  utilizando o vetor de expressão pET21a (Novagen, NJ, USA). A 

proteína Sm29 recombinante foi purificada em uma coluna de afinidade e dializada em PBS 

pH 7.0. 

 

4.5-   RT-PCR 

Para a avaliação transcricional das vacinas de DNA, células BHK-21 foram transfectadas 

com os plasmídeos pUMVC3, pUMVC3/Sm29, pUMVC3/TSP-2 e pUMVC3/quimera 

utilizando-se o agente transfectante lipofectamina2000, de acordo com as instruções 

fornecidas pelo fabricante. Posteriormente extraiu-se o RNA total das células transfectadas 

e sintetizou-se a fita de DNA complementar a partir de tal molde. O cDNA obtido foi utilizado 

para o protocolo de rt-PCR. 

Resumidamente, o protocolo de RT-PCR se encontra esquematizado na Figura 7. 

 

Figura 7 Protocolo para avaliação da transcrição gênica. Desenho esquemático do protocolo de 

transfecção celular. Plasmídeos pUMVC3 contendo as sequências das proteínas de interesse foram 
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utilizadas em conjunto com o agente transfectante LIPOFECTAMINA2000 para transfectar células 

BHK-21 de acordo com as instruções do fabricante. Posteriormente extraiu-se RNA, o qual serviu de 

molde para a síntese de cDNA e posteriormente foi utilizado para quantificação do acúmulo de 

mRNA via RT-PCR. 

 

4.5.1- Crescimento e Transfecção Celular 

Células BHK-21 foram crescidas em placas de 24 poços contendo 1mL de meio RPMI 

completo, suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de penicilina e estreptomicina 

(PenStrep), a uma temperatura de 37°C até atingir confluência igual ou equivalente a 80%. 

Posteriormente o meio foi substituído por RPMI contendo 0,5µg de cada plasmídeo 

emulsificado em lipofectamina, a uma proporção de 2:1, em triplicatas aos poços 

correspondentes como apresentado na Figura 8. Após 6 horas o meio transfectante foi 

substituído por meio RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de penicilina e 

estreptomicina (Penstrep) e armazenadas a 37°C para posterior utilização em ensaios de 

RT-PCR. 
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Figura 8 Esquema de transfecção celular. Desenho esquemático das concentrações de lipofectamina 

e plasmídeos para a transfecção celular. 

 

4.5.2- Extração de RNA total 

O RNA total foi obtido de células BHK-21 transfectadas com plasmídeos pUMVC3, 

pUMVC3/Sm29, pUMVC3/TSP-2, pUMVC3/Quimera e pUMVC3/Sm29 +pUMVC3/TSP-2 

através do kit Illustra RNAspin Mini (GE Healthcare) de acordo com as instruções do 

fabricante. O RNA total obtido foi quantificado em nanodrop 2000 (Thermo Scientific). 

4.5.3- Síntese cDNA 

A partir de uma quantidade de 1µg de RNA total molde produziu-se cDNA fita simples  com 

o kit Illustra Ready-to-Go RT-PCR Beads (GE Healthcare) de acordo com as instruções 

do fabricante.  



50 
 

4.5.4- Escolha e Síntese dos Iniciadores 

Iniciadores para a reação de RT-PCR foram desenhados através do programa PRIMER 3, 

processos de oligomerização ou dimerização foram analisados pelo programa OLIGO 

ANALYZER e possíveis amplificações inespecíficas foram verificadas através do programa 

PRIMER-BLAST(NCBI). Os primers escolhidos estão listados na Tabela 2. 

                  Sequência 

Iniciador direto Sm29 5’ CGGAATCCCCATAAACTTCC  3’ 

Iniciador reverso Sm29 5’ CGGACAGCACTTTCTGGTTT  3’ 

Iniciador direto TSP-2 5’ ACATCACAAGCGCACTGAAG 3’ 

Iniciador reverso TSP-2 5’ CCCCGTCTTTAGAGCATGAA  3’ 

Iniciador direto Quimera 5’ CCAAAGGACTATGGCGAAAA 3’ 

Iniciador reverso Quimera 5’ GATGCTGACGCTAGTCACGA  3’ 

Tabela 1 Sequências de iniciadores para o procedimento de RT-PCR 

 

4.5.5- Amplificação do cDNA 

Para amplificação os cDNAs obtidos foram utilizados como material genético molde.  Cada 

reação de RT-PCR realizada em triplicata foi constituída de 2µL de SYBR Green Master 

Mix (Applied Biosystems), 1µL de iniciador direto (10µM), 1µL de iniciador reverso (10µM) e 

3µL de cDNA.  As reações de amplificação foram conduzidas em equipamento ABI 7900 

Real-Time PCR Systems (Applied Biosystems). As condições de amplificação utilizadas 

consistiram de aquecimento a 50C por dois minutos, 95C por dez minutos, seguido de 40 

ciclos a 95C por 15 segundos e 60C por um minuto. As reações que compreendem a faixa 

de 95%-105% de eficiência foram utilizadas aceitas para as análises posteriores.  

Os dados foram analisados conforme o método comparativo do ciclo limiar (Ct), de acordo 

com a equação 2-Ct (Relative Quantification getting started guide for the 7300/7500 
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System e User Bulletin 2: ABI Prism 7700 Sequence Detection System, Applied 

Biosystem). O controle endógeno utilizado foi β-actina. A presença de produto de 

amplificação não específica foi verificada pela curva de dissociação. A curva de dissociação 

representa a relação entre temperatura e quantidade de emissão de fluorescência da reação 

da PCR, sendo os dados coletados no intervalo entre 60C a 95C. Caso ocorra a 

amplificação de mais de um produto, diferentes temperaturas de dissociação são 

detectadas.  

4.6-   Western blot 

Para a detecção da Sm29, TSP-2 e da quimera proveniente da fusão de ambas, células 

BHK-21 foram transfectadas com os plasmídeos pUMVC3, pUMVC3/Sm29, pUMVC3/TSP-2 

e pUMVC3/quimera utilizando-se o agente transfectante lipofectamina2000, de acordo com 

as instruções fornecidas pelo fabricante. Posteriormente extraíram-se as proteínas das 

células transfectadas, as quais foram corridas em gel de poliacrilamida desnaturante e 

submetidas a análises de reconhecimento por anticorpos policlonais anti-Sm29 e anti-TSP-

2. O protocolo se encontra esquematizado na Figura 9. 

 

Figura 9 Protocolo para avaliação da expressão protéica. Desenho esquemático do protocolo de 

transfecção celular. Plasmídeos pUMVC3 contendo as sequências das proteínas de interesse foram 
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utilizadas em conjunto com o agente transfectante LIPOFECTAMINA2000 para transfectar células 

BHK-21 de acordo com as instruções do fabricante. Posteriormente as proteínas totais foram 

extraídas e corridas em gel de poliacrilamida para posterior avaliação via western blot. 

 

4.6.1- Transfecção celular 

Células BHK-21 foram crescidas em placas de 6 poços contendo 2 mL de meio RPMI 

completo, suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de penicilina e estreptomicina 

(PenStrep), a uma temperatura de 37°C até atingir confluência igual ou equivalente a 80%. 

Posteriormente o meio foi substituído por RPMI contendo 1µg de cada plasmídeo 

emulsificado em lipofectamina, a uma proporção de 2:1. Após 6 horas o meio transfectante 

foi substituído por meio RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de 

penicilina e estreptomicina (Penstrep) e armazenadas a 37°C. 

 

4.6.2- Extração Proteica 

Proteínas totais foram extraídas utilizando- se o tampão de lise celular contendo 50mM de 

tris-HCl pH 7.4, 150mM de NaCl, 50mM de NaF, 10mM de β-Glicerofosfato, 0,1mM de 

EDTA, 10% de glicerol, 1% de Triton X-100, 1mM de ortovanadato de sódio e 1:100 de 

coquetel de inibidores de proteases (SIGMA, P8340). Posteriormente, as amostras foram 

centrifugadas brevemente a 3000rpm para separar o sobrenadante dos debris celulares.  

4.6.3- Western Blot 

Para o ensaio de western blot, 20 µL de extrato proteico, obtido de acordo com a seção 

4.5.2, foram separadas em gel desnaturante de poliacrilamida 15% e posteriormente 

transferidas a membrana de nitrocelulose e bloqueada overnight com PBST (tampão salina-

fosfato adicionado de 0,05% de Tween 20) e 5% de leite em pó desnatado. A membrana foi 

lavada durante 5 minutos por 3 vezes com PBST 0,05% e então incubou-se durante 60 
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minutos com soro de animais imunizados com as proteínas Sm29 e TSP-2  na diluição 

1:200 contra as proteínas Sm29 e TSP-2, respectivamente. A membrana foi lavada 

novamente durante 5 minutos por três vezes com PBST 0,05% e incubada com anti-IgG 

total conjugado a HRP 1:2000 (Promega) por aproximadamente 60 minutos. Após nova 

lavagem em PBST 0,05% durante 5 minutos por 3 vezes, a membrana foi incubada durante 

45 minutos em 2mL de reagente quimioluminescente da enzima HRP (MILLIPORE) 

conjugada ao anticorpo secundário. A reação foi analisada no aparelho STORM (GE 

Healthcare). 

4.7-  Imunização e infecção 

Fêmeas C57BL/6 com seis a oito semanas de idade foram dividas em grupos de dez 

animais cada. Cada animal recebeu 50µL de cardiotoxina (Sigma, Sant Loius, MO) a uma 

concentração de 10µM cinco dias antes da primeira imunização em cada músculo 

quadríceps. Cada animal foi imunizado com 50µL de solução PBS contendo plasmídeos a 

uma concentração de 1µg/µL em cada músculo quadríceps, o que equivale a 100µg de 

plasmídeo por animal, nos dias 0, 15, 30 e 45. Os grupos foram divididos em animais sendo 

imunizados com pUMVC3, pUMVC3/Sm29, pUMVC3/TSP-2, pUMVC3/Quimera e o último 

grupo recebendo a mistura dos plasmídeos pUMVC3/Sm29  e pUMVC3/TSP-2. Quinze dias 

após a última imunização, os camundongos foram anestesiados com quetamina 5%, xilazina 

2% e NaCl 0,9% diluídos em água para injeção e desafiados através de exposição 

percutânea da pele abdominal por uma hora em água contendo 100 cercárias de S. mansoni 

(cepa LE). 

 

4.8-   Análise da carga parasitária 

Quarenta e cinco dias após a infecção, os vermes adultos foram recuperados através de 

perfusão da veia porta (Fonseca et al., 2004 e Pacífico et al., 2006) e o nível de proteção foi 

calculado comparando-se o número total de vermes recuperados de cada grupo em relação 
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ao grupo imunizado com o plasmídeo pUMVC3. A porcentagem de proteção foi calculada 

utilizando-se da seguinte fórmula: 

 

 

4.9-   Contagem de ovos do S. mansoni retidos no Fígado 

Quarenta e cinco dias após a quarta imunização, todos os animais imunizados foram 

sacrificados e os fígados foram coletados. O lobo direito do fígado foi coletado e digerido 

com KOH à 5%. Cada fígado ficou submerso em 30mL de solução de lise contendo 5% de 

KOH por aproximadamente 16 horas. O material foi então centrifugado a 2400rpm por 5 

minutos e o sobrenadante foi descartado. O pellet foi lavado três vezes com 30mL de 

solução salina estéril e centrifugado a 2400rpm durante cinco minutos. Ao final de todo o 

procedimento, adicionou-se 5mL de formol tamponado pH6,6 à 10%. A contagem de ovos 

foi realizada em quadriplicata em microscópio ótico (Olympus CX31) e o valor total foi 

apresentado como média de ovos por grama de fígado. 

 

4.10-   Análise de anticorpos anti-Sm29  

Soro sanguíneo foi obtido em intervalos de 15 dias entre as imunizações e durante o 

período da infecção e armazenados a -20°C. A dosagem de anticorpos foi realizada pelo 

método de ELISA indireta. Microplacas Maxisorp de 96 poços (NUNC, Dinamarca) foram 

sensibilizadas com 100µL/poço de solução a 25µg/mL de proteína Sm29 recombinante em 

tampão carbonato-bicarbonato, pH 9,6 a 4°C por 12 a 16 horas. As placas foram lavadas 3x 

com PBST (tampão salina-fosfato adicionado de 0,05% de Tween 20) e posteriormente 

bloqueadas com 200µL/poço de PBST suplementado com 10% SFB (soro fetal bovino) a 
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temperatura ambiente por 2 horas. Após nova lavagem de 3x com PBST, adicionou-se 

100µL/poço de cada soro a uma diluição 1:100 e manteve-se a temperatura ambiente 

durante 1 hora. As placas foram então lavadas 3x com PBST e adicionou-se 100µL/poço de 

anti-IgG mouse conjugado a peroxidase a uma diluição 1:5000 e incubadas a temperatura 

ambiente por 1 hora. As placas foram novamente lavadas 3x com PBST e a reação 

colorimétrica realizou-se pela adição de 100µL/poço de 200 pmoles de OPD (o-

phenylenediamina, Sigma) diluído em tampão citrato-fosfato, pH 5,0, e adicionado de 0,04% 

de H2O2, por 20 minutos. A reação foi parada pela adição de 50µL/poço de ácido sulfúrico a 

5%. A reação foi lida a 492nm em uma leitora de ELISA Multscan FC (Thermo Science). 

 

4.11-  Análise de citocinas 

Esplenócitos foram isolados do baço de camundongos vacinados 10 dias após a quarta 

imunização com os plasmídeos pUMVC3, pUMVC3/Sm29, pUMVC3/TSP-2, 

pUMVC3/Quimera e pUMVC3/Sm29 + pUMVC3/TSP-2 e tratados com tampão acetato de 

potássio pH 7,2 (NH4Cl 4,15 g 155mM, KHCO3 0,5g 10mM ,q.s.p. 500 mL)  e lavados com 

salina estéril 3 vezes. Após lavados, os esplenócitos foram plaqueados em meio RPMI 1640 

(GIBCO) suplementado com 10% de SFB inativado pelo calor, 100U/mL de sódio penicilina 

G e 100µg/mL de sulfato de estreptomicina, a uma concentração de 1x106 células/poço para 

análises de IFN-γ, TNF-α, IL-4, IL-5 e IL-10. Os esplenócitos foram mantidos em cultura 

estimuladas somente com meio, ou rSm29 (5µg/poço), ou proteína quimérica recombinante 

proveniente da fusão de Sm29 com tetarspanina-2 (5µg/poço), ou Concanavalina A 

(ConA)(5µg/mL) ou LPS proveniente de E. coli (5µg/mL). Microplacas de 96 poços (Nunc) 

contendo os esplenócitos e correspondentes estímulos foram mantidas em estufa a 37°C 

com 5% de CO2. As culturas de sobrenadante foram coletadas após 24 horas de estímulo 

para análises de IL-4 e IL-5, após 48 horas de estímulo para análises de TNF-α e 72 horas 
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para análise de IFN-γ e IL-10. A análise de todas as citocinas foram realizadas através do kit 

ELISA Duoset (R&D Diagnostic) seguindo as instruções fornecidas pelo fabricante. 

 

 

 

 

5- RESULTADOS 

5.1-  Avaliação transcricional das vacinas de DNA 

Visando avaliar a capacidade transcricional das vacinas de DNA in vitro, células BHK-21 

foram transfectadas com os plasmídeos pUMVC3, pUMVC3/Sm29, pUMVC3/TSP-2 e 

pUMVC3/Quimera. RNA total foi extraído das células e utilizado para a síntese de cDNA, o 

qual foi utilizado posteriormente para avaliação transcricional pela metodologia de PCR em 

tempo real. Para a metodologia de PCR em tempo real foram desenhados conjuntos de 

primers que amplificam regiões específicas das sequências das proteínas Sm29, TSP-2 e 

uma dupla de primers que amplificam a região presente no plasmídeo pUMVC3/Quimera 

que corresponde a parte da Sm29 e parte da TSP-2. Os resultados provenientes da 

avaliação transcricional por PCR em tempo real se encontram representados na Figura 10. 

A 
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B 

 

C 
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Figura 10 Avaliação transcricional das vacinas de DNA. (A) Resultado da amplificação proveniente de 

cDNA células transfectadas com todos os plasmídeos e com primers desenhados para a sequência de 

Sm29. (B) Resultado da amplificação proveniente de cDNA células transfectadas com todos os 

plasmídeos e com primers desenhados para a sequência de TSP-2. (C) Resultado da amplificação 

proveniente de cDNA células transfectadas com todos os plasmídeos e com primers desenhados para 

a sequência da quimera. 

 

Quando utilizados os primers para Sm29, somente o cDNA proveniente das células 

transfectadas com os plasmídeos pUMVC3/Sm29 e pUMVC3/Quimera foi amplificado 

(Figura 10A). Os primers para TSP-2 só amplificaram cDNAs provenientes das células 

transfectadas com pUMVC3/TSP-2 e pUMVC3/Quimera (Figura 10B) e os primers para 

Quimera só foram capazes de amplificar o cDNA obtido de células transfectadas com 

pUMVC3/Quimera (Figura 10C). 

 

5.2-   Detecção de Sm29, TSP-2 e quimera em células BHK-21 transfectadas 

Células BHK-21 foram transfectadas com os plasmídeos pUMVC3/Sm29, pUMVC3/TSP-2 e 

pUMVC3/Quimera e as proteínas totais foram extraídas e corridas em gel desnaturante de 
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poliacrilamida. Visando avaliar a expressão protéica das vacinas de DNA, realizou-se 

western blot com soros contendo anticorpos policlonais contra as proteínas Sm29 e TSP-2 e 

os resultados são apresentados na Figuras 11 e na Figura 12. 

 

Figura 11 Avaliação da expressão protéica in vitro das vacinas de DNA por westernblot utilizando 

anticorpos policlonais anti-Sm29. (1) Padrão de peso molecular, (2) Sm29 recombinante, (3) Células 

BHK-21 não transfectadas, (4) Células BHK-21 transfectadas com pUMVC3, (5) Células BHK-21 

transfectadas com pUMVC3/Sm29, (6) Células BHK-21 transfectadas com pUMVC3/TSP-2 e (7) 

Células BHK-21 transfectadas com pUMVC3/Quimera 
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Figura 12 Avaliação da expressão protéica in vitro das vacinas de DNA por western blot utilizando 

anticorpos policlonais anti-TSP-2. (1) Padrão de peso molecular, (2) TSP-2 recombinante, (3) Células 

BHK-21 não transfectadas, (4) Células BHK-21 transfectadas com pUMVC3, (5) Células BHK-21 

transfectadas com pUMVC3/TSP-2, (6) Padrão de peso molecular,  (7) TSP-2 recombinante, (8) 

Células BHK-21 não transfectadas, (9) Células BHK-21 transfectadas com pUMVC3 e (10) Células BHK-

21 transfectadas com pUMVC3/Quimera. 

 

Quando utilizamos anticorpos policlonais anti-Sm29 observamos a presença de bandas de 

aproximadamente 18kDa e 25kDa nos extratos protéicos obtidos de células transfectadas 

com os plasmídeos pUMVC3/Sm29 e pUMVC3/Quimera respectivamente. Similarmente, 

quando anticorpos policlonais anti-TSP-2 foram utilizados, somente os extratos das células 

transfectadas com pUMVC3/TSP-2 e pUMVC3/Quimera apresentaram bandas 

características com 12kDa e 25kDa, respectivamente. Os pesos moleculares de 18kDa e 

12kDa correspondem aos pesos das proteínas recombinantes Sm29 e TSP-2, 

respectivamente. Uma proteína de aproximadamente 25kDa foi reconhecida 

especificamente por soro anti-Sm29 e anti-TSP-2 nos extratos protéicos de células 

transfectadas com o plasmídeo pUMVC3/Quimera, o que nos permite dizer que a banda 

corresponde a proteína quimérica proveniente da fusão entre Sm29 e TSP-2.  
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5.3-  Anticorpos anti-Sm29  

 

Anticorpos anti-Sm29 foram dosados pelo método de ELISA indireto de amostras coletadas 

dos animais imunizados com os plasmídeos pUMVC3/Sm29 e pUMVC3/Quimera, e 

pUMVC3, o qual foi nosso grupo controle. As amostras foram coletadas em intervalos de 15 

dias e os níveis de IgG foram avaliados, e os resultados se encontram na Figura 13A e 13B. 

A 
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B 

 

Figura 13 Níveis de anticorpos anti-Sm29. Média ± DP de anticorpos anti-Sm29 dos animais 

imunizados com o plasmídeo pUMVC3/Sm29 (A) e pUMVC3/Quimera (B) comparados ao grupo 

controle pUMVC3. 

 

Pode-se observar uma baixa produção de anticorpos anti-Sm29 nos grupos vacinados com 

os plasmídeos pUMVC3/Sm29 e pUMVC3/quimera. Porém, mesmo com os baixos títulos, 

esses níveis foram estatisticamente significantes em relação ao grupo controle pUMVC3, o 

que demonstra que os animais foram imunizados de maneira eficiente. 

Não utilizamos a proteína TSP-2 como antígeno nos ensaios de ELISA para dosagem de 

anticorpos, pois não tínhamos essa molécula recombinante à nossa disposição. 
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5.4-   Perfil de citocinas 

Coletou-se esplenócitos de animais imunizados com os plasmídeos pUMVC3/Sm29, 

pUMVC3/TSP-2, pUMVC3/Quimera, pUMVC3/Sm29 + pUMVC3/TSP-2 e pUMVC3, dez dias 

após a quarta imunização ou 45 dias após à infecção, e essas células foram cultivados em 

placas de 96 poços estimulados com meio, quimera recombinante, Sm29 recombinante, 

Concanavalina A ou LPS em períodos de 24, 48 ou 72 horas. O sobrenadante proveniente 

das culturas de esplenócitos foram coletados e as citocinas IFN-γ, TNF-α, IL-4, IL-5 e IL-10 

foram dosadas pelo método de ELISA indireto, e os resultados são apresentados na Figura 

14 e Figura 15. 
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Figura 14 Produção de citocinas após imunização. Média ± DP de citotocinas produzidas por 

esplenócitos de animais imunizados com os plasmídeos pUMVC3, pUMVC3/Sm29, pUMVC3/TSP-2, 

pUMVC3/Quimera e a mistura dos plasmídeos pUMVC3/Sm29 e pUMVC3/TSP-2. Os esplenócitos 

foram estimulados com meio (controle) ou Sm29r, ou Quimera recombinante, ou ConA ou LPS. 

 

Quando avaliada a produção de citocinas por esplenócitos dos animais imunizados, 

percebemos aumento significativo na produção de IFN-γ nas células dos animais 

imunizados com os plasmídeos pUMVC3/Sm29, pUMVC3/Quimera e pUMVC3/Sm29 + 

pUMVC3 quando estimulados com Sm29r e nas células de todos os animais imunizados 

com a quimera recombinante. Somente as células dos animais imunizados com o plasmídeo 

pUMVC3/Sm29 quando estimulados com Sm29r apresentaram um aumento significativo na 

produção de TNF-α quando comparado ao grupo controle. Obtivemos produção significativa 
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de IL-10 somente nos animais imunizados com pUMVC3/Quimera quando estimulados com 

quimera recombinante. Nenhuma produção significativa de IL-5 foi percebida em nenhum 

dos grupos avaliados. 
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Figura 15 Produção de citocinas após imunização e infecção. Média ± DP de citotocinas produzidas 

por esplenócitos de animais imunizados com os plasmídeos pUMVC3, pUMVC3/Sm29, pUMVC3/TSP-

2, pUMVC3/Quimera e a mistura dos plasmídeos pUMVC3/Sm29 e pUMVC3/TSP-2 e posteriormente 

desafiados com 100 cercárias durante 45 dias. Os esplenócitos foram estimulados com meio 

(controle) ou Sm29r, ou Quimera recombinante, ou ConA ou LPS. 

Nos esplenócitos dos animais que foram imunizados e posteriormente desafiados, 

percebemos produção significativa de IFN-γ por todos os grupos imunizados quando 

estimulados com quimera recombinante, e pelos grupos pUMVC3/Sm29, pUMVC3/Quimera 

e pUMVC3/Sm29 + pUMVC3/TSP-2 quando estimulados com Sm29r. Nenhuma diferença 
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significativa nos níveis de produção de TNF-α, IL-4 ou IL-5 foram percebidas em nenhum 

dos grupos imunizados. 

As vacinas de DNA induziram um perfil imunológico Th1, com elevada produção de IFN-γ e 

TNF-α. A produção elevada das citocinas IFN-γ e TNF-α pode estar relacionada a uma 

resposta imune protetora contra S. mansoni, visto que, animais deficientes em tais citocinas 

apresentam menores índices de proteção quando imunizados com cercárias irradiadas 

(Jankovick et al., 1999; Street et al., 1999).  

 

5.5-  Carga parasitária recuperada 

Quarenta e cinco dias após a última imunização, todos os animais infectados foram 

sacrificados e os vermes presentes nas veias mesentéricas intestinais foram recuperados 

pelo método de perfusão da veia porta hepática. Os resultados dos vermes recuperados 

encontram- se na Figura 16. 

 

Figura 16 Vermes recuperados. Média ± DP de vermes recuperados das veias mesentéricas de 

animais imunizados com os plasmídeos pUMVC3, pUMVC3/Sm29, pUMVC3/TSP-2, 

pUMVC3/Quimera e a mistura dos plasmídeos pUMVC3/Sm29 e pUMVC3/TSP-2. 
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Todos os grupos de animais imunizados apresentaram níveis de redução de vermes 

significantes quando comparados ao grupo controle, sendo que os níveis de proteção foram 

17,0%, 21,9%, 31% e 24% para os animais imunizados com pUMVC3/Sm29, pUMVC3/TSP-

2, pUMVC3/Quimera e pUMVC3/Sm29 + pUMVC3/TSP-2, respectivamente. As 

porcentagem de proteção estão representadas na Tabela 2. 

  

*p<0,05 em relação ao grupo pUMVC3 

#p<0,05 em relação ao grupo pUMVC3/Sm29 

Tabela 2 Número de vermes recuperados e porcentagens de proteção. Número de vermes 

recuperados e porcentagens de proteção de animais imunizados com os plasmídeos pUMVC3/Sm29, 

pUMVC3/TSP-2, pUMVC3/Quimera e a mistura dos plasmídeos pUMVC3/Sm29 e pUMVC3/TSP-2.  

 

Quando utilizados separadamente, os plasmídeos contendo as sequências de Sm29 e TSP-

2 apresentam menores índices de proteção em relação aos animais que foram imunizados 

com o plasmídeo contendo a sequência quimérica ou quando administradas conjuntamente. 

Quando avaliados os níveis de proteção, os animais que foram imunizados com o plasmídeo 

pUMVC3/Quimera apresentaram diferença significativa em relação ao grupo de animais que 

foi imunizado exclusivamente com o plasmídeo pUMVC3/Sm29, o que demonstra o 
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potencial da utilização de proteínas quiméricas como forma de potencializar uma resposta 

imunológica. 

 

5.6-  Contagem de ovos no fígado 

Quarenta e cinco dias após a quarta imunização todos os animais infectados foram 

sacrificados e coletaram-se os fígados para posterior contagem de ovos de S. mansoni. Os 

números de ovos encontrados estão representados na Figura 17. 

 

Figura 17 Número de ovos presentes no fígado. Média ± DP de ovos presentes no fígado de animais 

imunizados com os plasmídeos pUMVC3, pUMVC3/Sm29, pUMVC3/TSP-2, pUMVC3/Quimera e a 

mistura dos plasmídeos pUMVC3/Sm29 e pUMVC3/TSP-2. 

 

 Nenhum dos animais imunizados apresentaram redução significativa na contagem de ovos 

presentes no fígado quando comparados ao grupo controle pUMVC3. Porém, análises 

histopatológicas ainda estão em andamento. 
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6- DISCUSSÃO 

Uma resposta eficiente contra a esquistossomose mansônica parece envolver uma efetiva 

resposta imune humoral e celular (Jankovick et al.,1999; Oliveira et al., 2008). Vacinas de 

DNA apresentam a capacidade de ativar esses dois componentes da resposta imune do 

hospedeiro. Ademais, as vacinas de DNA têm a capacidade de produzir proteínas com 

conformações mais complexas, além do que, são de fácil produção, relativamente baratas e 

de fácil distribuição visto a alta estabilidade (Gurunathan et al., 2000; Liu., 2003; Liu.,2011). 

Tal afirmativa se reflete nos resultados promissores apresentados com várias proteínas do 

S. mansoni testadas como vacinas de DNA, como por exemplo, Sm-p80, Smfimbrina em 

conjunto com Sm21.7, Cu/Zn superóxido dismutase e filamina,  as quais apresentaram 59%, 

56%, 44-60% e 44-57% na redução de contagem de vermes, respectivamente (Shalaby et 

al.,2003; Cook et al.,2004; Romeih et al., 2008; Ahmad et al.,2009; Pinheiro et al.,2011). 

Portanto, a estratégia de vacinação com DNA se apresenta como metodologia promissora 

para o desenvolvimento de uma vacina contra a esquistossomose mansônica. 

Os maiores níveis de proteção alcançados contra a esquistossomose foram obtidos através 

da imunização com cercárias irradiadas, e o processo imunológico basicamente parece 

ocorrer na região pulmonar contra esquistossômulos migrantes (Wilson et al.,1996; 

Jankovick et al.,1999). Visto que as proteínas Sm29 e Tetraspanina-2 (TSP-2) se encontram 

preferencialmente no tegumento de vermes adultos e esquistossômulos (Cardoso., et 

al.,2006a; Cardoso., et al.,2006b; Tran et al.,2006; Cardoso., et al.,2008) e os resultados 

promissores apresentados por essas moléculas como vacinas recombinantes (Tran et 

al.,2006; Cardoso., et al.,2008), tais proteínas são consideradas como potentes candidatos 

vacinais. E neste trabalho, avaliamos o potencial protetor de vacinas de DNA contendo as 

sequências correspondentes as proteínas Sm29, TSP-2 e a quimera proveniente da fusão 

de ambas. 
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Visando avaliar a capacidade de nossas vacinas de DNA produzirem os antígenos de 

interesse, transfectamos células BHK-21 e avaliamos a capacidade transcricional e de 

expressão protéica de nossas construções. Para a avaliação transcricional, extraímos o 

RNA total das células transfectadas e sintetizamos o cDNA, o qual foi utilizado 

posteriormente para a avaliação de acúmulo de mRNA por RT-PCR, e o que observamos foi 

a expressão significativa de Sm29, TSP-2 e quimera nas células transfectadas com 

pUMVC3/Sm29, pUMVC3/TSP-2 e pUMVC3/Quimera quando utilizamos primers específicos 

para Sm29, TSP-2 e a região quimérica, respectivamente. 

Para a avaliação da produção das proteínas, células BHK-21 foram transfectadas e o extrato 

protéico total foi coletado e submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida para posterior 

avaliação através do western blot. Os resultados demonstram que quando utilizamos soro 

anti-Sm29, detectamos uma banda com o mesmo tamanho característico da proteína 

recombinante de 18kDa somente nas células transfectadas com o plasmídeo 

pUMVC3/Sm29. Quando testamos o soro anti-TSP-2, detectamos uma banda característica 

com peso aproximado ao da proteína recombinante de 12kDa somente nas células 

transfectadas com o plasmídeo pUMVC3/TSP2. E quando avaliamos o extrato protéico das 

células transfectadas com o plasmídeo pUMVC3/Quimera, detectamos uma banda 

característica de aproximadamente 25KDa quando utilizamos tanto o soro anti-Sm29 quanto 

o soro anti-TSP-2, correspondente a quimera proveniente da fusão entre Sm29 e TSP-2. 

Tais resultados, conjuntamente aos resultados de transcrição gênica, demonstram que as 

vacinas de DNA testadas nesse estudo expressam o antígeno alvo. 

 Várias proteínas já foram avaliadas como candidatos vacinais e quando administradas 

como vacinas de DNA, algumas conseguem demonstrar níveis de redução de vermes acima 

de 50% em ensaios pré-clínicos, como por exemplo, Filamina, Cu/Zn superóxido dismutase 

e Sm-p80, sendo esta última, a indutora dos maiores índices de proteção (59% na redução 

de vermes e 84% de redução na contagem de ovos no fígado) (Shalaby et al., 2003; Cook et 

al., 2004; Ahmad et al., 2009a; Pinheiro et al., 2011). Porém, quando avaliada em primatas 



72 
 

não humanos (Papio anubis), o potencial de tal candidato caiu para 38% de redução na 

contagem de vermes e 32% de redução na contagem de ovos presentes no fígado, o que 

torna necessário o desenvolvimento de novas estratégias vacinais que superem o baixo 

índice de proteção (Ahmad et al.,2009b). Nossos estudos demonstraram que as vacinas de 

DNA pUMVC3/Sm29, pUMVC3/TSP-2, pUMVC3/Quimera e a administração conjunta dos 

plasmídeos pUMVC3/Sm29 e pUMVC3/TSP-2 foram capazes de alcançar 17%, 21,9%, 31% 

e 24% de redução na contagem de vermes, respectivamente. Quando avaliados os níveis 

de proteção entre os grupos imunizados, percebemos uma diferença estatisticamente 

significante entre os animais que foram imunizados com o plasmídeo pUMVC3/Quimera em 

relação aos que foram imunizados com pUMVC3/Sm29, o que demonstra que a utilização 

da proteína quimérica foi capaz de aumentar os níveis de proteção quando comparada a 

Sm29 sozinha. 

Quando avaliados os níveis de anticorpos presentes nos soros dos animais imunizados, 

percebemos uma baixa produção de anticorpos anti-Sm29 nos animais que foram 

imunizados com os plasmídeos pUMVC3/Sm29 e pUMVC3/quimera, porém, tais níveis 

foram estatisticamente significantes em relação ao grupo controle, o que demonstra que os 

animais foram imunizados de maneira eficiente. Tal inabilidade de gerar uma resposta 

humoral elevada é diferente dos resultados obtidos por Cardoso e colaboradores em 2008, 

os quais demonstram a capacidade de tal proteína, quando administrada em sua forma 

recombinante, induzir um aumento significativo de anticorpos anti-Sm29 (Cardoso et 

al.,2008). Especulamos que a ineficiência de nossas vacinas de DNA em gerarem uma 

resposta humoral efetiva se encontre na dificuldade das proteínas heterólogas produzidas 

serem enviadas a membrana plasmática ou excretadas para o meio extracelular, uma vez 

visto que tais proteínas são de relativamente difícil solubilidade, o que impossibilitaria a 

interação com os receptores presentes nos linfócitos B. A adição de um peptídeo sinal 

poderia aumentar a capacidade de nossas vacinas de DNA gerarem uma resposta humoral 

eficiente (Gurunathan et al.,2000). 
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As vacinas de DNA testadas neste estudo induziram uma resposta imunológica de perfil 

Th1, o que foi demonstrado pela elevada produção de IFN-γ e TNF-α e nenhuma produção 

significativa de IL-4 e/ou IL-5. Tais dados se encontram em concordância com os resultados 

obtidos por Cardoso e colaboradores, em 2008, quando a proteína Sm29 recombinante foi 

avaliada como candidato vacinal e apresentou basicamente as mesmas características da 

resposta imunológica de perfil Th1(Cardoso et al.,2008). Em relação a proteína TSP-2, 

nenhum relato de avaliação da produção de citocinas por animais imunizados com tal 

proteína se encontram disponíveis. Vários fatores podem estar relacionados a indução da 

resposta Th1 nas vacinas de DNA testadas nesse estudo. Acreditamos que a presença de 

motivos CpG não metilados em nossos plasmídeos podem ter contribuído com tal resposta, 

visto que essas sequências não metiladas tem a capacidade de induzirem a liberação de 

citocinas pró-inflamatórias Th1, interferons e quimiocinas através de mecanismos mediados 

pela ativação de receptores TL-9 (Hemmi et al.,2000; Krieg, 2002). Outro fator importante 

que pode ter contribuído com a capacidade de gerar tal perfil de resposta imunológica é a 

escolha da rota de administração via intramuscular, a qual vem sendo demonstrada como 

indutora de respostas de perfil Th1 (Faurez et al.,2010).  

Vários estudos utilizando proteínas recombinantes ou a metodologia por vacinação de DNA 

vêm apresentando resultados relacionando o perfil Th1 com uma imunidade protetora contra 

esquistossomose mansônica, como exemplo, podemos citar os trabalhos envolvendo as 

proteínas Sm-p80, Sm29, Stomatin like protein-2 e rP22, as quais apresentaram níveis 

elevados de proteção e esses  resultados foram associados ao aumento na produção do 

IFN-γ e do TNF-α (Cardoso et al.,2008; Ahmad et al.,2009; Farias et al.,2008; Zhang et 

al.,2010; Rezende et al.,2011). Trabalhos realizados com a proteína Sm23 demonstram uma 

possível relação entre imunidade protetora e o perfil Th1, pois quando administrada como 

vacina de DNA, apresenta um perfil Th1 e consegue níveis de proteção de 21-44%, porém, 

quando administrada em estratégia de Prime-boost (DNA-proteína) observa-se uma 

polarização para uma resposta Th2 e nenhum nível de proteção foi obtido (Da’dara et 
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al.,2002; Da’dara et al.,2003). Estudos imunizando camundongos deficientes para IFN-γ e 

TNF-α com cercárias irradiadas também correlacionam uma resposta imune protetora com o 

perfil Th1 de produção de citocinas (Smythies et al., 1992; Wilson et al.,1996; Jankovick et 

al.,1999; Street et al., 1999). 

O envolvimento do IFN-γ na imunidade protetora contra o S. mansoni é bem descrito. Em 

1992, Smythies e colaboradores, demonstraram que anticorpos anti-IFN-γ eram capazes de 

reduzir a resposta imune em camundongos imunizados com cercárias irradiadas (Smythies 

et al., 1992). Wilson e colaboradores em 1996 e Jankovick e colaboradores em 1999, 

demonstraram que animais deficientes para o gene que codifica o IFN-γ ficavam menos 

protegidos quando imunizados com cercárias irradiadas. Acredita-se também que o IFN-γ 

desempenhe importante função no desenvolvimento de uma resposta imunológica efetiva 

contra esquistossômulos na região pulmonar. Esta afirmativa se baseia no fato de animais 

selvagens imunizados com cercárias irradiadas apresentarem um processo imunológico, 

envolvendo principalmente a formação de focos de linfócitos e macrófagos ao redor do 

parasita, capaz de impedir a movimentação dos esquistossômulos na região pulmonar, 

deslocando-os para as vias respiratórias com conseqüente eliminação dos vermes, 

enquanto que, animais deficientes para o IFN-γ se demonstram incapazes de direcionar a 

formação de tal processo imunológico de maneira eficiente (Wilson et al.,1996; Jankovick et 

al.,1999). Outro possível mecanismo de atuação do IFN-γ na resposta imunoprotetora é a 

ativação de macrófagos para eliminarem os vermes de uma maneira dependente de óxido 

nítrico (Jankovick et al.,1999). Nós também conseguimos demonstrar elevada produção de 

IFN-γ nos animais imunizados com pUMVC3/Sm29, pUMVC3/TSP-2, pUMVC3/Quimera e 

com os plasmídeos pUMVC3/Sm29 e pUMVC3/TSP-2, e acreditamos que esse aumento de 

IFN-γ pode estar diretamente relacionada aos níveis de proteção alcançados.  

Os animais imunizados com os plasmídeos pUMVC3/Sm29 e pUMVC3/Quimera 

apresentaram elevada produção de TNF-α. A produção do TNF-α se encontra relacionada a 

resposta imune protetora contra o S. mansoni, visto que animais deficientes para o receptor 
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TNFRI (Receptor de fator de necrose tumoral I) não exibem níveis significativos de proteção 

quando imunizados com cercárias irradiadas (Street et al.,1999). Existe também um grande 

debate em relação a capacidade de tal citocina estar diretamente relacionada a formação de 

granulomas e também de sua atuação em conjunto a IFN-γ no aumento da produção de NO 

na resposta protetora a S. mansoni. (Amiri et al., 1992; Cheever et al.,1999; Pearce & 

MacDonald., 2002). Portanto, a produção de TNF-α nos animais imunizados com a vacina 

de DNA pUMVC3/Sm29 pode estar relacionada ao nível de proteção alcançado. 

Durante a resposta imunológica do hospedeiro contra agentes patogênicos, pode ocorrer a 

destruição do agente invasor de modo que patologias imunomediadas podem ser evitadas 

ou minimizadas. Porém, em situações onde o patógeno não consegue ser removido 

facilmente, como por exemplo, nas infecções por S. mansoni, o desenvolvimento de um 

processo patológico pode ser inevitável, a não ser que o organismo hospedeiro desenvolva 

mecanismos de equilíbrio entre a resposta imunológica gerada e o patógeno, e uma das 

principais estratégias adotadas para alcançar tal equilíbrio é a liberação de citocinas 

imunorregulatórias, como IL-10 (Hesse et al.,2003). Animais deficientes para IL-10 

apresentam exacerbada patologia quando infectados por S. mansoni, o que indica que essa 

citocina pode apresentar papel imunorregulador no desenvolvimento da imunopatologia 

desenvolvida pela esquistossomose mansônica (Falcão et al.,1998; Hesse et al.,2003). 

Acreditamos que IL-10 pode estar relacionada a uma regulação do processo patológico dos 

animais imunizados, porém, necessitamos realizar as análises histopatológicas para avaliar 

tal afirmativa. 

Quando avaliamos os números de ovos presentes no fígado, não percebemos nenhuma 

redução estatisticamente significativa dos animais imunizados quando comparados ao grupo 

controle. A citocina IL-4 parece estar relacionada com a passagem dos ovos de S. mansoni 

das veias mesentéricas para o intestino, o que foi demonstrado por Fallon e colaboradores 

em (2000), utilizando animais deficientes para tal citocina (Fallon et al., 2000; Pearce & 

MacDonald., 2002). Portanto, especulamos que o aumento de IL-10 induzido por nossas 
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vacinas de DNA, a qual tem conhecida capacidade inibitória sobre a produção de citocinas 

Th2, inibiu a atuação de IL-4 na passagem dos ovos para o lúmen intestinal, provavelmente 

impedindo a ocorrência de uma variação significativa na contagem de tais ovos, mesmo 

quando ocorreu redução de vermes significativa. 

Com base em todas estas informações, concluímos que a utilização de formas quiméricas 

em conjunto com a metodologia de imunização por DNA pode ser uma estratégia 

promissora para o desenvolvimento de uma vacina efetiva contra esquistossomose 

mansônica. 
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7- CONCLUSÃO 

As vacinas de DNA quando administrados intramuscularmente em camundongos C57BL/6, 

foram capazes de alcançar níveis significativos de redução de vermes adultos do S. 

mansoni quando comparados ao grupo controle, sendo que os maiores níveis de proteção 

foram alcançados pelos animais imunizados com os plasmídeos pUMVC3/Quimera e 

pUMVC3/Sm29 + pUMVC3/TSP-2. Esse trabalho valida o uso de quimeras como vacinas, 

visto o efeito aditivo do plasmídeo pUMVC3/Quimera em relação ao pUMVC3/Sm29. Apesar 

de tais características, não se obteve redução significativa do número de ovos presentes no 

fígado. Em resumo, podemos concluir que, as proteínas Sm29, TSP-2 e a forma quimérica 

de ambas, quando avaliadas como vacinas de DNA, sozinhas ou conjuntamente, se 

apresentam como importantes candidatos vacinais, porém, tal estratégia ainda necessita de 

estudos posteriores objetivando aumentar os níveis de proteção.  
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8- PERSPECTIVAS 

Estudos posteriores utilizando-se de outras metodologias de imunização, assim como outros 

plasmídeos e estratégias prime-boost, apresentam a possibilidade de aumentar ou modificar 

as características da resposta imunológica aqui obtida, o que pode consequentemente ser 

responsável pelo aumento da resposta imunológica protetora almejada. 
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