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RESUMO

A esquistossomose mansOnica ¢ uma infec¢do parasitaria cronica endémica que ocorre
em paises na Africa, América do Sul, no Caribe ¢ no Mediterrineo Oriental. A
principal patologia ¢ o granuloma, uma resposta imune contra os antigenos secretados
pelos ovos do parasito principalmente no figado e intestinos. Estes antigenos estdo
crucialmente envolvidos na modulag@o das respostas imunoldgica celular e humoral do
hospedeiro e podem estar envolvidos na estratégia de passagem do ovo através da
mucosa intestinal. Este trabalho teve origem nos resultados de um experimento
realizado por Candida Fagundes Teixeira do Grupo de Parasitologia Biomédica da
PUCRS, cujas tentativas de se obter anticorpos do ovo que interagissem com particulas
paramagnéticas, revelaram alguma dificuldade em obter niveis elevados de anticorpos
contra a superficie do ovo. O objetivo principal do presente trabalho foi verificar a
producdo de anticorpos contra a superficie do ovo de Schistosoma mansoni. O S.
mansoni, isolado Esteio, foi mantido em laboratorio através de passagens em
Biomphalaria glabrata ¢ camundongos da cepa Swiss. Os vermes foram recuperados,
lavados com tampao e utilizados para a producdo de antigeno soliivel de membrana de
vermes adultos. Os ovos foram coletados de fezes humanas infectadas e utilizados para
a imunizacdo de camundongos e producdo de antigenos secretados pelo ovo (SEA). Os
grupos experimentais foram divididos em 4 grupos com 6 camundongos cada, da
seguinte forma: grupo 1 imunizado com solugdo salina 0,9%; grupo 2 imunizado com
ovos sonicados e adjuvante; grupo 3 imunizado com ovos sonicados sem adjuvante e
grupo 4 imunizado com ovos inteiros. Através da técnica de ELISA e
imunofluorescéncia indireta foi verificada reatividade na imunizacdo com ovos
sonicados, e ndo foi verificada reatividade na imunizacdo com ovos inteiros. A
abordagem sist€émica e complexa da interacdo parasito-hospedeiro ¢ uma proposta
interessante de estudo e permanece aberta para futuras investigacdes que poderdo

auxiliar na compreensao e tratamento da patogenia.

Palavras-chave: esquistossomose mansonica; antigenos do ovo; resposta imunologica.
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ABSTRACT

Schistosomiasis mansoni is an endemic chronic parasitic infection that occurs in
countries in Africa, South America, the Caribbean and the eastern Mediterrancan. The
main pathology is the granuloma, an immune response against the antigens secreted by
the parasite eggs primarily in the liver and intestines. Those antigens are crucially
involved in the modulation of the humoral and cellular immunological responses of the
host and may be involved in the strategy of the egg passage through intestinal mucosal.
This work had its origin in the results of an experiment realized by Candida Fagundes
Teixeira of the PUCRS Biomedical Parasitology Group, which the attempts to obtain
egg antibodies that could make interaction with paramagnetic particles revealed some
difficulty in obtaining high levels of antibodies against the egg surface. The main goal
of the present work was to verify the production of antibodies against the egg surface of
Schistosoma mansoni. S. mansoni, Esteio isolated, was maintained in laboratory through
passages in Biomphalaria glabrata and Swiss strain mice. The worms were recovered,
washed in buffer and used for production of adults worm soluble membrane antigens.
The eggs were collected from human infected feces and used for mice immunization
and production of secreted egg antigens (SEA). The experimental groups were separated
in 4 groups with 6 mice each, as follow: group 1 immunized with saline solution 0,9%;
group 2 immunized with sonicated eggs and adjuvant; group 3 immunized with
sonicated eggs without adjuvant and group 4 immunized with whole intact eggs.
Through the ELISA and immunofluorescence techniques it was verified reactivity in
immunization with sonicated eggs and it was not verified reactivity in immunization
with whole intact eggs. The systemic and complex approach of the parasite-host
interaction is an interesting study proposal and remains open for future investigations

which may assist in the comprehension and treatment of the pathogenesis.

Key-words: schistosomiasis mansoni, egg antigens, immunological response.
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1. INTRODUCAO

1.1. O Schistosoma mansoni

Na familia Schistosomatidac encontramos os Trematoda de sexo separados,
parasitos de vasos sanguineos de mamiferos e aves. Essa familia ¢ dividida em duas
subfamilias: Bilharzielinae, que acomoda os vermes sem dimorfismo sexual parasitos de
aves e alguns animais domésticos ou silvestres; e Schistosomatinae, que abrange os
vermes com nitido dimorfismo sexual parasitos do homem e animais (Neves et al,
1997). O Schistosoma mansoni, descrito por Sambon em 1907, ¢ um helminto causador
de uma infec¢do humana denominada esquistossomose mansonica ou intestinal (Rey,
2001).

A esquistossomose mansonica ¢ uma infeccdo parasitaria cronica endémica que
ocorre em paises na Africa, América do Sul, no Caribe e no Mediterrineo Oriental
(Tortora et al, 2003; Gongalves et al, 2006; Caldas et al, 2008). E também conhecida
como bilharzia, em homenagem a Theodore Bilharz, que descreveu um parasito
intravascular para o qual deu o nome de Distoma haematobia, em 1852. Posteriormente,
Weinland denominou o mesmo helminto de Schistosoma, uma vez que o macho
apresenta o corpo fendido (schisto = fenda; soma = corpo), sendo este género aceito até
hoje. O nome fenda ¢ algo incorreto, uma vez que o sulco ¢ na realidade formado pelas
extremidades laterais do macho, que se dobram no sentido ventral (Neves et al, 1997).
Quarenta anos mais tarde o renomado médico inglés Patrick Manson levantou a
hipotese da existéncia de duas espécies de Schistosoma parasitas do homem. Hoje sabe-
se que sdo muitas: S. japomnicum (esquistossomose japonesa); S. haematobium
(esquistossomose hematobia, vesical ou urinaria); S. intercalatum (esquistossomose
intestinal, tipica de paises da Africa Central); S. mekongi (esquistossomose intestinal,
comum no vale do rio Mekongi, no Laos e Camboja); S. bovis, S. mattheei e S. rodhaini
(esquistossomose de animais que, eventualmente, parasitam o homem na Africa) e S.
mansoni (esquistossomose mansonica ou intestinal) (Katz & Almeida, 2003).

E uma infecgdo tropical muito antiga que permanece endémica em 54 paises
(Pontes et al, 2003), afetando de 200 a 300 milhdes de pessoas no mundo todo (Linder,
1986; Coura & Amaral, 2004; Stavitsky, 2004; Turner et al, 2004; King et al, 2005;



Conceigdo et al, 2007; Liang & Spear, 2008), causando 200.000 mortes a cada ano
(Rutitzky et al, 2005). No Brasil, acredita-se que existam mais de 6 milhdes de
individuos infectados principalmente nos estados do Nordeste e em Minas Gerais (Katz
& Almeida, 2003), porém dados recentes estimam que este nimero pode chegar a 14
milhdes de infectados por S. mansoni (Conceigdo et al, 2007) e cerca de 25 milhdes
vivem em areas onde a transmissdo desta helmintiase ¢ possivel (Vendrame et al, 2001).

Os vermes adultos vivem nos vasos sanguineos que ligam o intestino ao figado
(sistema porta-hepatico) do hospedeiro. O macho mede de 6 a 13 mm de comprimento
por 1,1 mm de largura (Katz & Almeida, 2003). Tem cor esbranquicada, com
tegumento recoberto de minusculas projecodes (tubérculos) e apresenta o corpo dividido
em duas porgdes: anterior, na qual encontramos a ventosa oral e a ventosa ventral
(acetabulo), e a posterior (que se inicia logo apos a ventosa ventral), onde encontramos
o canal ginecoforo. Em seguida a ventosa oral encontra-se o es6fago e um ceco unico e
logo atras do acetabulo encontramos de sete a nove massas testiculares (Neves et al,
1997). A fémea ¢ cilindrica, mais fina e longa que o macho, medindo de 10 a 20 mm de
comprimento por 0,16 mm de largura (Katz & Almeida, 2003). Tem cor esbranquicada
com tegumento liso (Neves et al, 1997) mas parece mais escura que o macho devido a
um pigmento contido em seu tubo digestivo, a hemozoina, derivado da digestdo do
sangue (Rey, 2001). Na metade anterior, encontramos a ventosa oral e o acetdbulo e
seguinte a este encontra-se a vulva, depois o utero e o ovario. A metade posterior &
preenchida pelas glandulas vitelogénicas ¢ o ceco (Neves et al, 1997). Como nido
apresentam orgdo copulador, a copula ocorre pela justaposicdo dos orificios genitais
feminino e masculino quando a fémea estd alojada no canal ginec6foro (Katz &

Almeida, 2003).

1.2. Ciclo de vida do parasito

O Schistosoma mansoni € a unica espécie dentro do grupo de interesse médico e
sanitario nas Américas, ¢ desenvolve sua fase adulta como parasito da luz dos vasos
sanguineos do homem e de outros mamiferos, habitando as vénulas do plexo
hemorroidario superior e as ramificacdes mais finas das veias mesentéricas inferiores

(Rey, 2001).



Quando as aguas tornam-se contaminadas com ovos de Schistosoma excretados
em dejetos humanos e/ou de certas espécies de roedores de habitos semi-aquaticos e de
bovinos, uma forma larval movel e ciliada denominada miracidio € liberada dos ovos e
penetra em determinadas espécies de moluscos (Xavier ef al, 1998; Tortora et al, 2003).
Os miracidios de S. mansoni, que medem cerca de 60 um por 160 um, devem encontrar
o hospedeiro intermedidrio, um caramujo do género Biomphalaria Preston, 1910, em
até 12 horas. No Brasil, as principais espécies que atuam como hospedeiros
intermediarios sdo Biomphalaria tenagophila, B. straminea e B. glabrata, com grande
énfase para esta ultima espécie (Pessoa & Martins, 1982). Apds a penetracdo no
caramujo, os miracidios alojam-se em diversos tecidos do molusco e transformam-se
em esporocistos que, por poliembrionia, geram esporocistos filhos e depois cercarias
(Rey, 2001). As cercarias tém cerca de 500 pum de comprimento, dos quais trés quintos
correspondem a cauda com extremidade bifurcada (Ferreira et al, 2003; Gryseels et al,
20006).

Voltando ao meio liquido, as cercarias que abandonaram o hospedeiro
invertebrado ficam nadando na agua, quase sempre em direcdo a superficie, enquanto
ndo tem oportunidade de entrar em contato com a pele de um hospedeiro vertebrado
(Xavier et al, 1998; Rey, 2001). Quando elas entram em contato com a pele de uma
pessoa, fixam-se entre os foliculos pilosos com auxilio das duas ventosas ¢ de uma
substancia mucoprotéica secretada por suas glandulas acetabulares. Em seguida, tomam
a posi¢do vertical, apoiando-se na pele pela ventosa oral. Por agdo litica (glandulas de
penetracdo) e acdo mecdnica (movimentos vibratérios intensos), promovem a
penetracdo do corpo cercariano e a concomitante perda da cauda (Neves et al, 1997). O
corpo transforma-se em esquistossdmulo, que penetra nos vasos sanguineos da pele e do
tecido subcutineo e atinge as camaras cardiacas direitas, os capilares pulmonares e o
coragdo esquerdo. Levados pela circulagdo sistémica, os esquistossdmulos disseminam-
se para varios orgdos e tecidos. Somente os esquistossomulos que chegam ao sistema
porta hepatico, cerca de trés semanas depois da penetragcdo das cercarias, sdo capazes de
amadurecer, transformando-se em machos e fémeas trinta dias apds a penetracio (Neves
et al, 1997; Rey 2001). Nesses vasos, os adultos acasalam-se, migrando posteriormente,
aos pares e contra o fluxo sanguineo, até as vénulas do plexo mesentérico inferior, onde
se inicia a oviposi¢do (Brindley & Sher, 1987; Ashton et al, 2001; Ferreira et al, 2003;
Baptista & Andrade, 2005) (Figura 1). A idade do parasito interfere na postura. Assim,

até um a dois anos, cada fémea pde cerca de 400 ovos por dia. Cinco anos ¢ a idade



meédia do S. mansoni, porém alguns casais podem viver até trinta anos eliminando

poucos ovos (Neves et al, 1997).
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Figura 1: Ciclo do Schistosoma mansoni (adaptado de Pearce & MacDonald, 2002).

A migracdo do ovo até a luz intestinal pode levar desde seis dias (tempo
necessario para que ocorra a maturacao do ovo) até vinte dias. Se, decorridos vinte dias
0s ovos ndo conseguirem atingir a luz intestinal, ocorrerd a morte dos miracidios. Os
ovos podem ficar presos na mucosa intestinal ou serem arrastados pela corrente
sanguinea para o figado (Neves et al, 1997) despertando reacdo inflamatéria intensa

(Ferreira et al, 2003).



1.3. A patogenia da esquistossomose mansonica

A infec¢do humana por S. mansoni costuma ser, em geral, assintomatica ou
oligossintomatica (Rey, 2001). A susceptibilidade do hospedeiro a infecgdo esta ligada a
varios fatores, tais como cepa do parasito, carga parasitaria adquirida, idade, estado
nutricional e resposta imunitaria da pessoa. De todos estes fatores sdo considerados os
mais importantes a carga parasitaria e a resposta do sistema imune do paciente (Pordeus
et al, 2008). Ha duas fases imunologicamente distintas durante a infeccdo da
esquistossomose: fase aguda e fase cronica (Caldas et a/, 2008).

Na fase aguda da infeccdo, pode ocorrer a dermatite cercariana que ¢ uma
inflamacdo da pele no local da penetracao da cercaria. Essa reagdo dura cerca de dois
dias e depois regride. Esse mesmo processo de inflamacdo pode ocorrer no pulmaio,
durante a etapa de migragdo dos esquistossomulos. Nessa fase podem ocorrer ainda
sintomas como febre alta, tosse, cefaléia, esplenomegalia, linfadenopatia, diarréia e
quadros de alergia. Os sintomas da fase aguda coincidem com o inicio da deposicao de
ovos pela fémea (Mathieson & Wilson, 2009).

Na fase cronica da doenga, a lesdo tipica € o granuloma formado ao redor dos
ovos retidos no figado e intestinos do individuo infectado, uma resposta imune celular
aos antigenos secretados pelo ovo do S. mansoni (Goes et al, 1994; Dalton et al, 1996;
Hirsch et al, 1997; Fallon & Dunne, 1998; Rumbley et al, 1998; Stadecker &
Hernandez, 1998; Tristdo et al, 2000; Lundy et al, 2001; Pearce & MacDonald, 2002;
Stavitsky, 2004; Sarvel et al, 2006) (Figura 2). Inicialmente, os ovos maduros presentes
nos tecidos sdo imobilizados e envoltos por uma reagdo inflamatéria. Em torno deles
surgem os macrofagos e depois aparecem eosinofilos, neutrofilos, linfocitos,
plasmocitos e fibroblastos, e o recrutamento e migracdo destas células para o local de
inflamacdo sdo controlados pelas citocinas (Kaplan et al, 1998). Assim que o miracidio
morre, os neutrofilos diminuem, porém os macréfagos ativados envolvem e destroem os
restos parasitarios; em seguida, fibras reticulares sdo depositadas formando camadas
concéntricas, € 0os macrofagos transformam-se em fibroblastos, que também se dispoem
concentricamente, envolvendo a casca do ovo e formando um tecido cicatricial, ao
conjunto do qual se d4 o nome de granuloma (Boros & Warren, 1970; Byram & Von

Lichtenberg, 1977; Neves, 2006).
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Figura 2: Formagdo do granuloma de Schistosoma sp. (adaptado de Pearce & MacDonald,
2002).

Pode haver progressao para fibrose, culminando na hipertensao do sistema porta.
Variacdes clinicas podem ocorrer nessa fase gerando trés formas principais da doenga:
intestinal (predominante), hepatointestinal e hepatoesplénica (Savioli et al, 1997; King,
2009).

A forma mais branda ocorre na maioria dos pacientes infectados cronicamente,
enquanto que a forma mais severa, hepatoesplénica, ¢ usualmente encontrada em 5 a 8%
da populagdo ndo tratada (Rutitzky et al, 2005; Watanabe et a/, 2009).

A forma intestinal ocorre apds a regressdo dos sintomas da fase aguda e
apresenta sintomas geralmente inespecificos como perda de apetite, desconforto
abdominal, pequenos quadros diarréicos ou prisdo de ventre, ¢ em alguns casos,
eliminagdo de fezes com sangue. Ha ocorréncias em que, na forma hepatointestinal, os
sintomas sdo mais acentuados que os da forma intestinal, sendo a principal diferenca o
surgimento de lesdes hepaticas (Katz & Almeida, 2003).

A forma hepatoesplénica caracteriza-se pelo comprometimento progressivo do
figado e do bago devido a resposta imune granulomatosa aos ovos presos nos tecidos

(Colley, 1975; Boros, 1989; Rumbley et al, 1998; Caldas et al, 2008; Mathieson &



Wilson, 2009). Apresenta-se sob duas formas: compensada e descompensada. Na forma
compensada predominam as lesdes hepaticas caracterizadas por fibrose periportal com
obstrucao dos ramos intra-hepaticos da veia porta (Pessoa & Martins, 1982; Rey, 1991).
Na forma descompensada ocorre fibrose periportal podendo ocasionar bloqueio da
microcirculagdo, hipertensdo porta e desenvolvimento de circulacdo colateral. Esta
forma clinica, embora rara, ¢ a causa mais comum de morbidade causada pela

esquistossomose (Andrade & Van Marck, 1984).

1.4. Resposta imunoldgica celular e humoral

Estudos vém demonstrando que as respostas celular e humoral sdo mecanismos
chave para entender o desenvolvimento da patologia da esquistossomose. As infecgdes
produzidas por S. mansoni induzem uma resposta imunologica complexa, que varia no
decorrer da infec¢do devido a evolugdo do parasito e migracdo por diferentes 6rgados ou
tecidos do hospedeiro (Fittipaldi, 2006).

A descoberta de uma divisdo funcional nos conjuntos de células T CD4+ com
base nos padrdes de secrecdo de citocinas levou a uma compartimentalizagdo das
respostas imunologicas. Esta descoberta ¢ particularmente relevante para a
imunoregulacdo de muitos patdgenos virais, bactérias e parasitos, e muitas doencas hoje

sdo consideradas mediadas por citocinas do tipo 1 ou do tipo 2 (Fallon, 2000).

1.4.1. Resposta imunolégica celular

Durante o curso da infecgdo da esquistossomose mansdnica, a resposta
imunologica celular progride por, pelo menos, trés fases. Na primeira fase, de 3 a 5
semanas pos-infec¢do, ocorre a migragdo dos parasitos imaturos, e¢ a resposta
imunologica observada nos hospedeiros ¢ predominantemente caracterizada por um
aumento de citocinas de perfil Thl (Rumbley et al, 1998; Pearce & MacDonald, 2002),

direcionada aos antigenos do verme (Schramm et al/, 2006). De 6 a 8 semanas apos a



infeccdo, coincidentemente com o inicio da deposicdo de ovos, a resposta Thl ¢
regulada e substituida por uma resposta Th2 direcionada aos antigenos do ovo
(Velupillai & Harn, 1994; Rumbley et al, 1998; Chen & Boros, 1999; Cheever et al,
2000; Lundy et al, 2001; Pearce & MacDonald, 2002; Schramm et al, 2006; Mohrs et
al, 2007).

A fase de ativac@o dos linfocitos T CD4+ virgens é dada pelo reconhecimento de
determinantes antigé€nicos apresentados ao complexo principal de histocompatibilidade
de classe II (MHC II), expressos na superficie de células apresentadoras de antigenos,
como as células dendriticas, linfocitos B e macrofagos. A especificidade da resposta
imune induzida por estes linfocitos T CD4+ ¢ iniciada pela expansdo seletiva de clones
capazes de reconhecer determinantes antigé€nicos especificos e de diferenciacdo em
células efetoras que contribuem para a protecdo do organismo contra agentes
infecciosos (Lopez-Moreno, 2002).

Uma das observagdes chave para o controle e o favorecimento da infec¢do por S.
mansoni € a polarizagdo da resposta imune dos linfocitos T CD4+ em Thl ou Th2. Esta
classificagdo se da de acordo com o padrio de citocinas produzidas por estas células. Os
linfocitos Thl secretam interferon-y (IFN-y), interleucina-2 (IL-2) e fator de necrose
tumoral-f (TNF-P). Estas citocinas participam na ativacdo de macrofagos e na
hipersensibilidade retardada. Por sua vez, os linfocitos Th2 produzem IL-4, IL-5, IL-6,
IL-9, IL-10 e IL-13, cooperando com a resposta imune humoral através da proliferacao
de linfocitos B, producdo de IgE e IgG4 em humanos e promovendo a diferenciacdo de
cosinofilos e mastocitos (Mosmann et al, 1986; Boom et al, 1988; Abbas et al, 1996;
Okano et al, 1999; Lopez-Moreno, 2002; Rutitzky et al, 2005; Mohrs et al, 2007).

As citocinas sdo importantes fatores na formagao e modulagdo da resposta imune
granulomatosa ao ovo de S. mansoni. Pacientes com fibrose severa estdo associados
com altos niveis de TNF-y, IL-5, IL-10 e IL-13 e pacientes com fibrose baixa
apresentam altos niveis de IFN- y, porém a associagdo de IL-13 com o desenvolvimento
da fibrose ainda ndo esta clara se altos niveis de IL-13 favorecem o desenvolvimento de
fibrose ou se as células mononucleares do sangue periférico (PBMC — do inglés
Peripheral Blood Mononuclear Cells) de pacientes com fibrose produzem altos niveis
de IL-13 (Oliveira et al, 2006). Malaquias et al (1997 ¢ 1998a) e Montenegro et al
(1999) mostraram que o bloqueio da IL-10 aumenta a resposta proliferativa in vitro de
PBMC de pacientes com a forma intestinal da doenca aos antigenos secretados pelo

ovo, mas ndo altera a resposta de PBMC de individuos na fase aguda ou com a forma



hepatoesplénica da esquistossomose, sugerindo que a IL-10 pode desempenhar um
papel regulatério importante no controle da morbidade de pacientes com a forma
cronica intestinal.

Em um estudo desenvolvido por De Jesus et al (2002), no qual eles avaliaram a
resposta imunoldgica de 31 pacientes na fase aguda da infeccdo, foi verificado que as
pessoas que residiam em areas onde a esquistossomose € endémica geralmente ndo
apresentavam a fase aguda, sugerindo que a resposta imune adaptativa protege os
hospedeiros de desenvolver uma condicdo toxémica aguda. Neste mesmo estudo foi
verificado que pacientes na fase aguda da esquistossomose apresentam niveis de IFN- y
muito mais altos do que pacientes na fase cronica da infeccdo. Entretanto, poucos
pacientes com a forma aguda produziam IL-10 em resposta aos antigenos secretados do
ovo, quando comparados com pacientes na fase cronica.

Analises da resposta proliferativa de PBMC de pacientes que se encontravam na
fase aguda da infec¢do, na presenca de anticorpos bloqueadores de IL-4 ¢ IL-5
revelarem que anticorpos anti-IL-4 reduz significativamente a resposta proliferativa
celular aos antigenos secretados pelo ovo (SEA — do inglés Secreted Egg Antigens).
Resultados similares foram obtidos em ensaios de granuloma in vitro, salientando o
papel das citocinas durante a fase aguda e na modulag@o do granuloma (Malaquias et a/,

1998b).

1.4.2. Resposta imunolégica humoral

No que diz respeito a resposta imunoldgica humoral, a composicao das classes e
subclasses de anticorpos anti-Schistosoma variam com a idade, intensidade e duragédo da
infeccdo (Dunne et al, 1988). Remoortere et al (2001) demonstraram que carboidratos
em glicoproteinas, glicolipidios e glicosilaminoglicanos sintetizados por esquistossomos
sdo alvos da imunidade humoral e podem desempenhar um importante papel na
modulagdo da resposta imune do hospedeiro.

Enquanto a infeccdo esquistossomotica evolui no hospedeiro vertebrado, a
liberagdo de antigenos pelo parasito provoca uma resposta imune produzindo anticorpos
especificos em todas as suas fases de vida, principalmente enquanto ovo e verme adulto.

Porém nem todas as classes de anticorpos sdo relevantes na resposta imune e alguns



podem até prevenir a ocorréncia desta imunidade (Demeure et al, 1993). Elevados
niveis de IgE, incluindo anticorpos IgE anti-Schistosoma e eosinifilia sanguinea e
tecidual s3o as caracteristicas predominantes da resposta imunologica da
esquistossomose (Capron & Dessaint, 1992).

Devido a secrecdo de diferentes citocinas por células Thl ou Th2, a resposta
imune humoral mostra um padrdo caracteristico de isotipos de anticorpos. Respostas
mediadas por células Thl estdo associadas a anticorpos IgG2a, [gG2b, IgG3 e respostas
mediadas por células Th2 estdo associadas a isotipos IgG1 e IgE. Em adicdo, estudos
mostraram que IL-12 esta envolvida na redugdo dos niveis de IgE total do soro e no
aumento dos niveis de IgG2a e IgG2b parasito-especifico em 3 vezes, em camundongos
imunizados (Wynn et al, 1996).

A composicao de isotipos de respostas anti-esquistossomo pode ter uma maior
influéncia na eficiéncia de mecanismos efetores citotoxicos anticorpo-dependente e
consequentemente na expressao da imunidade protetora durante a infec¢do (Dunne et al,
1993). Interagdes de seres humanos com esquistossomos e outros helmintos estdo
caracteristicamente associadas com IgE elevado e eosinofilia provenientes de resposta
de citocinas tipo 2, ¢ um estudo com seres humanos recém-nascidos mostrou que as
células B de neonatos de maies infectadas com helmintos, incluindo S. mansoni, sdo
induzidos in utero a produzir IgE e IgG parasito-especifico (Fallon, 2000).

Pesquisas em humanos resistentes a reinfeccdo por S. mansoni revelaram que
estes pacientes possuiam um alto nivel de anti-parasito IgE e que a reinfec¢do ocorreu
somente em pacientes que produziam niveis elevados de anticorpo que competiam com
IgE, particularmente IgG4 e IgG2 (Rihet ef al, 1991). Estudos similares comprovaram
que o nivel de resisténcia a infec¢do depende da ponderagdo de dois efeitos antagdnicos:
a agdo protetora de IgE; e o efeito bloqueador de IgG4 da fungdo de protecdo mediada
por IgE durante o mecanismo efetor citotoxico de anticorpo-dependente (Rihet et al,
1992, Grogan et al, 1996; Ramirez et al, 1996; Caldas et al, 2000),

Butterworth et a/ (1987), ja haviam demonstrado que a classe de anticorpos IgM
e certos isotipos IgG podem agir como bloqueadores de anticorpos, impedindo a
expressdo de uma resposta imunoldgica eficaz. Estes anticorpos parecem ser produzidos
em resposta a antigenos polissacarideos do ovo e possuem reatividade cruzada com
epitopos glicosilados presentes na superficie do esquistossdomulo.

A imunoglobulina mais abudantemente produzida nas mucosas dos mamiferos ¢

IgA com funcio principalmente de defesa, prevenindo a aderéncia de antigenos. E
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produzida por células T independentes, por subpopulagdes de linfocitos B, e derivam de
células peritoniais B1 (Macpherson et al, 2000).

Olds et al (2003), na tentativa de identificar as respostas contra antigenos
especificos e suas associagdes com a resisténcia a infec¢do, revelaram dados
interessantes: o antigeno Sm97-paramiosina estimula fortemente a resposta imune
celular e ndo esta correlacionado com a resisténcia a infecg@o e a resposta IgG; Sm37-
SG3PDH esta associado com a resisténcia a reinfeccdo em humanos; Sm62-IrV5 é
dependente de resposta Th2 e evidencia uma forte dependéncia de anticorpos IgE;
Sm28-GST possui fungdo de indugdo de IgE e IgA; Sm14-FABP esta correlacionado
com a resisténcia mediada por IFN-y, com a suscetibilidade mediada por IgG3 e
possivelmente com a modulacdo da resposta através de um adjuvante estimulador da
imunidade mediada por célula. Por outro lado, anticorpos I1gG3 especificos sdo comuns
em seres humanos que vivem em areas endémicas.

Dentre os principais antigenos secretados pelo ovo, o Sm28-GST e o seu
correspondente »Sm28-GST induzem uma alta protecdo através da imunizacdo de
hospedeiros permissivos como hamsters, camundongos e babuinos ou hospedeiros
semipermissivos, como os ratos (Balloul ez al, 1987), além de reduzirem o tamanho do
granuloma (Boulanger et al, 1991). Em um estudo desenvolvido por Grzych et al
(1993), eles verificaram que IgA desempenha um papel crucial ao antigeno Sm28-GST
durante a infeccao por S. mansoni. Neste estudo, em todos os pacientes foi verificada a
presenga deste anticorpo, embora em pacientes com menos de 10 anos o nivel de IgA
era menor e aumentava conforme a idade do grupo estudado aumentava. Acredita-se
que esta resposta atrasada possa estar relacionada com a natureza do antigeno envolvido
ou com a localizacdo do parasito no hospedeiro, ja que a IgA representa um componente
principal da imunidade da mucosa.

Estudos relacionados com a resposta deste anticorpo na esquistossomose
humana sdo quase inexistentes e ¢ dificil especular as rotas envolvidas na sua regulagdo.
Devido ao fato deste anticorpo estar fortemente presente no exato local aonde o ovo ¢
aderido no intestino antes de sua passagem para o lumen intestinal, a IgA pode estar
relacionada com o mecanismo de estratégia de escape do ovo e € possivel que antigenos

do ovo possam estar envolvidos na indugdo da produgdo de IgA.

11



1.5. O ovo de Schistosoma mansoni

As interacdes entre Schistosoma mansoni e os hospedeiros vertebrados sdo
mediadas através dos antigenos liberados pelo parasito e as células do sistema
imunoldgico. Na literatura hd uma enorme quantidade de estudos que evidenciam a
importancia do ovo na patologia da esquistossomose por ser este a maior fonte
antigénica apresentada pelo verme, pois o granuloma ¢ uma resposta imune mediada por
linfocitos T CD4+ aos antigenos soluveis do ovo secretado pelo miracidio vivo.

O ovo do S. mansoni é muito tipico, medindo em média 150 um de comprimento
por 65 pum de largura. Tem o pdlo anterior mais delgado e o posterior mais volumoso,
com um espinho lateral saliente e agudo em suas proximidades (Rey, 2001) (Figura 3).
A casca do ovo ¢ transparente e amarelada, formada por duas camadas protetoras; a
camada externa ¢ aparentemente lisa, porém ao exame em microscopia de varredura
nota-se que ¢ recoberta de microespinhos (Race et al, 1971; Rey, 2001; Neves, 2006). O
ovo ndo possui opérculo e, assim, ao entrar em contato com a agua, o miracidio sai por
uma fenda obliqua, que ele proprio abre na casca (Neves, 2006). Os ovos de
Schistosoma mansoni sao classificados de acordo com suas caracteristicas morfologicas,
como segue: ovos maduros viaveis e imaturos; ovos mortos maduros ¢ imaturos; cascas
e granulomas (ovo mais reacdo granulomatosa que o envolve) (Sarvel et a/, 2006).

Embora os granulomas formados em volta do ovo preso nos tecidos possam ser
prejudiciais ao hospedeiro infectado, estd claro que estas lesdes também possuem
funcao de protecdo durante a infec¢ao por S. mansoni (Pearce & MacDonald, 2002). Se
os antigenos secretados pelo ovo ndo forem neutralizados efetivamente, eles podem
danificar os tecidos afetados, particularmente os hepatdcitos. A formagdo do granuloma,
entretanto, parece ser uma resposta imune protetora que permite que o hospedeiro viva
por muitos anos, tornando os efeitos associados ao granuloma uma melhor alternativa
tanto para o parasito quanto para o hospedeiro, do que a morte prematura do hospedeiro

apos a oviposi¢do pelo parasito (Wilson et al, 2007).
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Figura 3: Ovo de Schistosoma mansoni visto em microscopio eletronico de varredura 1500x
(foto cedida por Rafael Lucyk Maurer).

Dentre as proteinas secretadas pelo ovo, duas importantes glicoproteinas com
funcdo imunogénica ja foram identificadas: Omega-1, que possui um dominio de
ribonuclease que condiciona células dendriticas a induzir uma mudanca de células Thl
para células Th2 (Fitzsimmons et al, 2005; Everts et al, 2009; Steinfelder et al, 2009); ¢
IPSE/alpha-1 proteina altamente glicosilada que induz basofilos a secretarem IL-4
sugerindo um possivel papel na manuten¢do da resposta Th2 (Jang-Lee et al, 2007).
Mathieson & Wilson (2009) revelaram que a IPSE/alpha-1 sequestra outras proteinas
para perto do ovo com ajuda da Omega-1, causando efeitos citoliticos nos leucocitos do
hospedeiro durante a migracao do ovo.

Apenas as proteinas secretadas pelo ovo podem interagir com o sistema
imunolégico do hospedeiro enquanto o ovo ainda estd vivo (Figura 4). As proteinas
endogenas miracidiais somente se tornam acessiveis ao sistema imune quando o ovo
morre e libera seu conteudo, portanto ndo podem estar envolvidas nem nos estagios
iniciais da formagdo do granuloma e nem na passagem do ovo através da parede do

intestino (Kariuki et al, 2008; Mathieson & Wilson, 2009).
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Figura 4: Precipitacdo perioval das proteinas secretadas por ovos maduros vivos (adaptado de
Ashton et al, 2001).

A hipotese a ser testada teve origem nos resultados do trabalho de doutoramento
de Candida Fagundes Teixeira do Grupo de Parasitologia Biomédica da Pontificia
Universidade Catolica do Rio Grande do Sul (Teixeira ef al., 2007), no qual foram
realizados experimentos para se obter anticorpos do ovo que fizessem interacdo com
particulas paramagnéticas na tentativa de estabelecer um novo método de diagnéstico da
esquistossomose. Naquele estudo foi constatada uma dificuldade em obter, de forma
consistente, niveis elevados de anticorpos contra a superficie do ovo (Figura 5). Apds
varias tentativas alterando doses de imunizantes e adjuvantes, foi considerada a hipotese

que deu origem ao presente trabalho.
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Figura 5: Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta. 5a — IFI com soro de coelho imunizado com
ovos sonicados; 5b — IFI com soro de coelho ndo-imunizado (fotos cedidas por CF Teixeira,
dados ndo publicados).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

e Verificar a hipotese de que a superficie do ovo de Schistosoma mansoni € pouco

imunogénica.

2.2. Objetivos especificos

e Comparar os niveis de anticorpos produzidos nos diferentes grupos de camundongos

imunizados;

e Verificar produgdo de anticorpos contra a superficie externa do ovo.
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3. MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi realizado no Laboratorio de Biologia Parasitaria
da Faculdade de Biociéncias da PUCRS. Trata-se de um estudo experimental em

modelo animal.

3.1. — Manutencao do Schistosoma mansoni em laboratorio

O §. mansoni, isolado Esteio, foi mantido em laboratorio através de passagens
em Biomphalaria glabrata e camundongos da cepa Swiss. Os moluscos criados em
laboratorio para manutengdo do ciclo foram infectados com miracidios provenientes de
ovos do parasito liberados pelas fezes e, apds algumas semanas, expostos a luz artificial
por no minimo duas horas para liberagdo de cercarias. As cercarias coletadas foram
usadas para infectar os camundongos. Um lote de camundongos foi utilizado para a

manuten¢do do ciclo e o outro, ap6s 45 dias, sacrificado e os vermes coletados.

3.2. — Obtencio de antigenos

3.2.1. Recuperacio de vermes

Os camundongos da cepa Swiss com aproximadamente 45 dias pos-infeccao
foram anestesiados com isoflurano e sacrificados com dioxido de carbono e posterior
deslocamento cervical. Apés o sacrificio, as visceras foram expostas € 0s vermes
adultos foram coletados com pingas cirtirgicas mediante corte longitudinal das veias
mesentéricas inferiores. Estes foram lavados com tampao e armazenados a -20 °C para a
producdo de antigeno de membrana de vermes adultos, conforme método descrito por

Silva et al (1993), modificado como ¢ descrito abaixo.
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3.2.2. Producio de antigeno de membrana de vermes adultos

Para a producdo de antigeno de membrana de vermes adultos, foram utilizados
80 vermes adultos machos e 40 vermes adultos fémeas, conforme disponibilidade. Os
vermes foram lavados e homogeneizados com tampdo 0.05M Tris-HCL com pH
ajustado para 8,0 em banho de gelo. O material foi submetido a centrifuga¢do a 100 x g
por trinta minutos a 4°C, e o sobrenadante foi centrifugado a 30.000 x g por trinta
minutos a 4°C (Hawk 15/05, Sanyo, UK). O sedimento foi entdo suspendido em
tampao, sonicado no gelo com 3 ciclos de trinta segundos a amplitude de 30%
(Vibracell, 70 Watts, Connecticut, USA) e entdo novamente centrifugado a 30.000 x g
por trinta minutos a 4°C. O sobrenante resultante constitui o antigeno soluvel de
membrana de Schistosoma mansoni. A estimativa da concentragdo protéica foi realizada
através do método de Bradford (Bio-Rad Laboratories, CA, USA) e o material foi

estocado a -20°C até o seu uso.

3.2.3. Obtencio de ovos

Ovos de Schistosoma mansoni foram obtidos a partir de uma amostra de 300 g
de fezes humanas infectadas, obtidas por colaboracdo com a Geréncia Regional do
Programa de Controle da Esquistossomose de Minas Gerais.

Os ovos foram isolados das fezes através da dissolucdo das mesmas em solucdo
salina resfriada na geladeira e com pH ajustado para 6,2,