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RESUMO  

A esquistossomose é uma importante doença tropical negligenciada causada por 
trematódeos do gênero Shistossoma spp. Constitui uma parasitose endêmica em 
mais de 70 países com aproximadamente 230 milhões de pessoas atingidas e 800 
milhões residindo em áreas endêmicas. A doença está condicionada à populações 
de baixo nível socioeconômico, onde as condições de saneamento e educação 
sanitária são deficientes, sendo por isso, um problema à saúde pública. O 
praziquantel (PZQ) é o atual fármaco de escolha, porém não é capaz de controlar a 
grave morbidade, que frequentemente acomete os pacientes. Este viés avigora a 
importância do controle da morbidade e transmissão da esquistossomose. As 
NTPDases são uma família de proteínas vastamente distribuídas entre os 
organismos, são enzimas catalizadoras da hidrólise de nucleotídeos di e tri 
fosfatados. Em Schistosoma mansoni, duas isoformas foram descritas SmATPase 1 
e SmATPase 2. A apirase de batata (NTPDase de Solanum teberosum) apresenta 
forte imunorreatividade cruzada com isoformas de S.mansoni parcialmente 
purificadas, sugerindo um compartilhamento dos epítopos conservados entre as 
proteínas do parasita e a proteína vegetal. Investigamos o potencial efeito 
modulador da proteína vegetal associada ao PZQ subcurativo sobre a patogenia da 
Esquistossomose experimental. A proteína vegetal foi purificada através de ciclos de 
precipitações com sulfato de amônio, colunas de troca de tamanho e troca iônica, as 
amostras foram liofilizadas e a eficiência do processo confirmada pela atividade 
enzimática ATPásica  e ADPásica e Eletroforese SDS-page.  A apirase de batata foi 
empregada no ensaio de imunogenicidade em camundongos Balb/c (n=5) associada 
ou não ao praziquantel subterapêutico. A capacidade moduladora da proteína 
vegetal sobre o sistema imune combinada ou não ao PZQ subcurativo foi avaliada 
em murinos C57BL/6 (n=5) infectados com S.mansoni. A associação entre apirase 
de batata e PZQ induziu a produção de IgG, IgG1, IgG2a e IFN-γ no modelo 
experimental de esquistossomose mansoni e reduziu o número de células 
CD3+/CD4+, CD3+/CD8+ e da citocina IL-17. Apesar da apirase de batata não induzir 
proteção contra esquistossomose mansoni, a mesma foi capaz de reduzir o diâmetro 
dos granulomas hepáticos. Esses dados indicam que essa proteína pode atuar na 
modulação do granuloma por mecanismos específicos, principalmente quando 
associada ao PZQ subcurativo e reduzir a patologia provocada pela 
Esquistossomose mansoni em murinos, sendo assim uma importante ferramenta na 
melhor compreensão dos mecanismos imunológicos envolvidos no processo e como 
ferramenta na busca de antígenos vacinais e/ou que sejam capazes de reduzir a 
patologia hepática recorrente na esquistossomose. 
 
Palavras chave: apirase de batata, reatividade cruzada, praziquantel 
subterapêutico. 
 
 
 
 

 

 
 
 



ABSTRACT 

Schistosomiasis is an important neglected tropical disease caused by trematodes of 
the genus Shistossoma spp. It is an endemic parasite in more than 70 countries with 
approximately 230 million people affected and 800 million living in endemic areas. 
The disease is conditioned to populations of low socioeconomic status, where 
sanitation and sanitary education are deficient and is therefore a public health 
problem. Praziquantel (PZQ) is the current drug of choice, but it is not able to control 
the severe morbidity, which often affects patients. This bias invigorates the 
importance of controlling the morbidity and transmission of schistosomiasis. 
NTPDases are a family of proteins widely distributed among organisms, are enzymes 
that catalyze the hydrolysis of di and tri phosphate nucleotides. In Schistosoma 
mansoni, two isoforms were described SmATPase 1 and SmATPase 2. Potato 
aphidase (Solanum teberosum NTPDase) shows strong cross-immunoreactivity with 
partially purified S.mansoni isoforms, suggesting a sharing of conserved epitopes 
between parasite proteins and plant protein. We investigated the potential modulating 
effect of the plant protein associated with the PZQ subcurative on the pathogenesis 
of experimental schistosomiasis. The plant protein was purified by ammonium 
sulphate precipitation cycles, size change and ion exchange columns, the samples 
were lyophilized and the process efficiency confirmed by ATPase and ADPase 
enzymatic activity and SDS-page electrophoresis. Potato apyrase was employed in 
the immunogenicity assay in Balb/c mice (n=5) associated or not to sub-therapeutic 
praziquantel. The modulatory capacity of the plant protein on the immune system 
combined or not with the subcutaneous PZQ was evaluated in S.mansoni infected 
C57BL/6 (n=5) murine. The association between potato apyrase and PZQ induced 
the production of IgG, IgG1, IgG2a and IFN-γ in the experimental model of 
schistosomiasis mansoni and reduced the number of CD3+/CD4+, CD3+/CD8+ and 
cytokine IL-17 cells. Although potato apirase did not induce protection against 
schistosomiasis mansoni, it was able to reduce the diameter of hepatic granulomas. 
These data indicate that this protein can act in the modulation of granuloma by 
specific mechanisms, especially when associated with the PZQ subcurativo and to 
reduce the pathology caused by Schistosomiasis mansoni in murinos, thus being an 
important tool in the better understanding of the immunological mechanisms involved 
in the process and as a tool in the search for vaccine antigens and / or that are able 
to reduce the recurrent hepatic pathology in schistosomiasis. 
 
Key words: potato apyrase, cross-reactivity, subcurative dose. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 ESQUISTOSSOMOSE: ASPECTOS GERAIS 

 A esquistossomose é uma importante doença tropical negligenciada, a qual 

atinge aproximadamente 230 milhões pessoas em mais de 70 países. Estimativas 

da Organização Mundial da Saúde (OMS) indicam que aproximadamente 800 

milhões de indivíduos residem em áreas endêmicas. A falta de condições de 

saneamento básico, baixo nível socioeconômico e educação sanitária deficiente 

atuam como condicionantes e contribuem para a ocorrência desta enfermidade 

(BRASIL, 2014; GASIM et al., 2015; ROSS et al., 2016; WHO, 2017). 

Além disso, a doença detém relevância pelas altas taxas de mortalidade e 

morbidade. São registradas aproximadamente 12.000 mortes anuais diretas, e pelo 

menos, 200.000 como cofator. Do mesmo modo, 20 milhões de pessoas sofrem por 

consequências dessa doença a cada ano. Esses dados tornam a esquistossomose a 

parasitose mais prevalente no mundo e uma das doenças tropicais negligenciadas 

que mais provocam óbitos, depois da malária (MARI et al., 2017; LAMBERTON et 

al., 2017).  

Seis espécies de Schistossoma spp. são capazes de infectar o homem, 

S.mansoni, S.japonicum, S.intercalatum, S.mekongi, S.malayensis e 

S.haematobium, as mesmas encontram-se distribuídas de acordo com a presença 

de hospedeiros intermediários susceptíveis (NAHUM et al., 2012). A 

esquistossomose ocorre em várias partes do mundo (Figura 1), principalmente no 

Oriente Médio (Israel, Arábia Saudita, Irã), na maior parte da África (especialmente 

na África Subsaariana), na China e América do Sul e Central (FENWICK & 

JOURDAN, 2016). 

No Brasil, a introdução da doença se deu por meio do tráfico de escravos 

infectados. No território brasileiro, encontrou condições favoráveis ao 

desenvolvimento e transmissão, o que permitiu se estabelecer em vasta extensão 

territorial como representado na Figura 2 (BRASIL, 2014; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 

2017). Em virtude da inexistência de outros hospedeiros intermediários susceptíveis 

aos demais helmintos, apenas o Schistosoma mansoni - cujos hospedeiros 

intermediários são planorbídeos do gênero Biomphalaria spp - permaneceu no país. 
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Figura 2. Distribuição da esquistossomose, de acordo com a faixa de positividade, por 

município. Brasil, 2010 – 2015: No Brasil as regiões Nordeste e Sudeste são as mais atingidas, 

devido presença dos hospedeiros intermediários (moluscos). Atualmente, é possível detectar a 

doença em todas as regiões do país. As áreas endêmicas e focais estão compreendidas em 19 

estados, sendo os principais deles: Pernambuco, Sergipe, Alagoas, litoral do Rio Grande do Norte, 

Bahia, Minas Gerais e Espírito Santo. Fonte: Ministério da Saúde, 2017. 
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Em seu ciclo biológico, o helminto alterna fases assexuadas e sexuadas 

de reprodução, sendo heteroxênico (Figura 3). Após oviposição na parede do 

intestino, os ovos chegam à luz deste órgão, onde sofrem maturação, contendo em 

seu interior o miracídio. Ao chegarem ao exterior juntamente com o bolo fecal, 

atingem a água e eclodem para liberá-lo, dependendo das condições de 

temperatura, luminosidade e oxigenação da água. Os miracídios nadam até que 

encontrem moluscos susceptíveis ao seu desenvolvimento. No interior dos 

caramujos os miracídios replicam-se assexuadamente, passam por modificações e 

evoluem para cercárias entre 4 a 6 semanas (COLLEY et al., 2014). As cercárias - 

forma infecciosa ao hospedeiro mamífero - deixam os moluscos e nadam ativamente 

até serem atraídas por um hospedeiro definitivo, nos quais podem penetrar 

ativamente pela pele ou mucosa, graças aos seus movimentos ativos e secreções 

pelas glândulas de penetração (SOUZA et al., 2011). Após a penetração as larvas 

resultantes desse processo – os esquistossômulos – adaptam-se às condições 

fisiológicas do mamífero e percorrem, via sistema vascular sanguíneo, coração e 

pulmão até o sistema porta hepático, onde completam a maturação e diferenciação 

sexual e também onde ocorrerá a copulação, sendo que as fêmeas fecundadas 

isoladas ou acopladas ao macho irão se dirigir para a submucosa intestinal a fim de 

realizar a postura de ovos, completando o ciclo do S. mansoni (CARVALHO et al., 

2008; GRYSEELS, 2012; MERRIFIELD et al., 2016; MARI et al., 2017).  Logo após a 

penetração das cercárias na pele do hospedeiro mamífero as larvas em maturação 

(esquistossômulos) necessitam cerca de 5 a 7 semanas para tornarem-se adultos e 

produzir ovos (CARVALHO et al., 2008; COLLEY et al., 2014). 

No decorrer do ciclo, o S.mansoni faz alterações morfológicas e 

bioquímicas significativas, que o tornam capaz de evadir do sistema imunológico do 

hospedeiro, mas também de subverter e utilizar para sua sobrevivência e 

transmissão (DUNNE & COOKE, 2005). Cada etapa suscita a ativação de 

complexos mecanismos imunológicos.  
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Figura 3. Ciclo de vida do parasito S. mansoni: As cercárias penetram no hospedeiro definitivo pela 
pele ou mucosa. Na corrente sanguínea se transformam em esquistossômulos. Cerca de 21 dias após 
a infecção os parasitos chegam ao fígado e alcançam as formas adultas. Os casais acasalam-se e 
migram para as veias mesentéricas onde realizam a oviposição. Levados pela corrente sanguínea, os 
ovos são direcionados para os tecidos, sendo o fígado e o intestino (que sairá nas fezes) os locais de 
maior concentração destes ovos. Em contato com a água, liberam miracídios – larvas ciliadas - que 
infectam os hospedeiros intermediários e se transformam em cercarias, responsáveis por infectar o 
hospedeiro definitivo e assim reiniciar o ciclo. TGF-β (Fator de transformação do Crescimento beta) 
TNF (Fator de Necrose Tumoral). Fonte: Adaptado de: PEARCE & MACDONALD (2012). 

 

 

Inicialmente a penetração das cercarias produz importante reação 

inflamatória dérmica – erupção maculopapular e discreta eritomatose – capaz de 

destruir importante quantitativo de vermes. Os esquistossômulos resultantes do 

sucesso na penetração na pele iniciam a migração e amadurecimento (que varia de 

40 a 60 dias) suscitando a fase de reação de hipersensibilidade sistêmica (fase 

aguda) que pode perpassar de forma assintomática ou como uma síndrome 
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denominada “Febre de Katayama”, com sintomas gerais de febre, mal-estar, mialgia, 

fadiga, tosse não produtiva, eosinofilia, diarreia (com ou sem a presença de sangue); 

esta forma da doença é comum em viajantes ou imigrantes para regiões endêmicas, 

que são expostos aos antígenos esquistossomóticos pela primeira vez (COLLEY et 

al., 2014).  Tais sintomas podem ocorrer da quarta até a oitava semana de infecção 

– coincidindo com a maturidade dos vermes. Finalmente, a fase crônica vai 

depender do órgão atingido e dos desdobramentos da reação granulomatosa frente 

aos ovos internalizados nos tecidos (GRAY et al., 2011; BARSOUM et al., 2013; 

CHOFLE et al., 2014). 

A evolução clínica depende da resposta do hospedeiro à invasão, ao 

desenvolvimento e à oviposição do verme. No homem a doença se apresenta sob 

uma forma aguda e duas crônicas. A condição aguda atinge órgãos como fígado, 

pulmão e intestino, nos quais estão presentes granulomas periovulares, além de 

intensa produção de ovos, prostração, febre e eosinofilia, coincidindo com o início da 

eliminação de ovos nas fezes que pode causar dor abdominal e diarreia com muco e 

sangue (SCHALL et al., 2007; BRASIL, 2014).  

A forma crônica leve ou intestinal é a que se encontra a maioria das 

pessoas de áreas endêmicas, as quais apresentam baixa carga parasitária, são 

assintomáticas ou com queixas inespecíficas, apesar de permanecerem eliminando 

ovos viáveis nas fezes. O intestino geralmente é pouco lesado e no fígado 

eventualmente ocorre uma resposta inflamatória crônica local a ovos do S.mansoni 

com formação de granulomas periovulares isolados em fases distintas de 

cicatrização e ramificações finas da veia porta, caracterizando a forma leve da 

doença. Este quadro clínico pode evoluir para inflamação hepatoesplênica e fibrose 

hepática (CARVALHO et al., 2008; GRAY et al., 2011).  

Na forma hepatointestinal há aumento da liberação de ovos, acúmulo de 

granulomas e lesões hepáticas intensas e prejudiciais (SCHALL et al., 2007). A 

forma grave ou hepatoesplênica é tipicamente reconhecida por fibrose hepática 

periportal, pois as consequências se expandem ao sistema porta com lesões 

destrutivas e obstrutivas, devido à embolização dos ovos e deposição de colágeno, 

sendo que o indivíduo pode apresentar ou não sinais de hipertensão portal como: 

esplenomegalia, varizes no esôfago, neste caso acompanhado de alta carga 

parasitária. Tais manifestações podem ocorrer anos após a infecção (BARSOUM et 

al., 2013). 
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1.2 TERAPÊUTICA E CONTROLE DA ESQUISTOSSOMOSE 

Ao longo dos anos estratégias de controle - orientadas a ambos 

hospedeiros - têm sido empregadas a fim de reduzir o risco de transmissão da 

esquistossomose e consequentemente a morbidade associada à doença. O encargo 

imposto pela doença levou a implementação da quimioterapia em massa e 

direcionada pela OMS juntamente com melhorias no saneamento, educação 

sanitária e controle do hospedeiro invertebrado através de modificação do meio 

ambiente e uso de moluscicidas, com o intuito de impedir a transmissão e reduzir 

carga parasitária dos indivíduos infectados (WHO, 2013; BRASIL, 2014; 

CARVALHO, 2017). 

O medicamento de escolha para tratamento da esquistossomose é o 

praziquantel (PZQ), um derivado pirazinoisoquinoleínico, do grupo dos tioxantônicos. 

Foi introduzido, em 1996, na rotina do Programa de Controle da Esquistossomose 

(PCE) e atualmente é o único medicamento utilizado, por apresentar baixo custo e 

toxicidade, além da fácil administração e adesão (ERKO et al., 2012; BRASIL, 2014; 

VALE et al., 2017). O praziquantel perturba a homeostase do Ca2+ em 

esquistossomos adultos, através de um mecanismo desconhecido (ANDREWS, 

1985; DAY et al., 1992; REDMAN et al., 1996). Em poucos minutos de exposição ao 

PZQ dois efeitos principais se tornam aparentes no parasito: contração muscular 

rápida e sustentada (FETTERER et al., 1980) e ruptura tegumentar (BECKER et al., 

1980; MEHLHORN et al., 1981), o que leva subsequentemente a exposição de 

antígenos parasitários na superfície do verme (HARNETT & KUSSEL, 1986).  

O PZQ promove a cura em 75% a 95% dos pacientes e redução de 80 a 

98% na percentagem de ovos. A eficácia deste fármaco em tratar a 

esquistossomose varia em função da idade do paciente e do grau de infecção. O 

percentual de cura geralmente é menor em crianças e em pacientes com infecção 

massiva (FERRARI et al., 2003). 

De fato, além da ação contra cestódeos e trematódeos, o PZQ foi a 

primeira droga a apresentar atividade acentuada por via oral para as três principais 

espécies que acometem o ser humano S. mansoni, S. japonicum, S. haematobium 

(GONNERT & ANDREWS, 1977; WEBBE & JAMES, 1977; ANDREWS et al., 1985.; 

CHAN et al., 2013). Além de ser eficaz para tratar todas as formas clínicas da 

doença (VALE et al., 2017).  
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A dose de cura do PZQ para esquistossomose é de 50 mg/Kg em adultos 

e 60 mg/Kg em crianças acima de 4 anos de idade, ambos em dose única (BRASIL, 

2017). Em modelo murinho, a dose experimental curativa é de 600mg/Kg. Apesar 

das pesquisas sobre a atividade do PZQ concentrarem-se principalmente na 

posologia do fármaco, alguns estudos relatam efeitos importantes quando 

empregado em dose subterapêutica ou subcurativa, ou seja, em dose abaixo da 

recomendada. Os resultados em murinos apontam que a dose única de 200mg/Kg 

foi capaz de causar danos permanentes no tegumento de vermes adultos (SHAW, 

1990; FALLON et al., 1996), com exposição antigênica e em órgãos reprodutivos 

das fêmeas de Schistosoma spp. (SHAW & ERASMUS, 1988), além de reduzir de 

forma significativa o número de ovos nos órgãos afetados por S. mansoni na dose 

de 333mg/Kg (BOTROS et al.,1989). Como os vermes adultos apresentaram 

susceptibilidade parcial à dose subcurativa do PZQ, os ovos – que são a principal 

causa da patogênese – foram subsequentemente reduzidos. Logo, o tratamento em 

dose subterapêutica pode contribuir para redução da patologia associada ao ovo 

(CHAIWORAPORN et al., 2005). 

Mesmo após décadas de uso extensivo, muito permanece desconhecido 

sobre o PZQ, em particular, seu modo exato de ação, a identidade precisa e 

localização do(s) alvo(s) moleculares da droga, metabolismo in vivo e seu (s) alvo (s) 

molecular (es) (DAY et al., 1992; REDMAN et al., 1996; CIOLI E PICA-MATTOCCIA, 

2003). As primeiras pesquisas destacaram três principais efeitos sobre os vermes de 

S.mansoni: influxo de cálcio em todo o parasita, contração muscular e alterações no 

tegumento (GREENBERG, 2005; CIOLI et al., 2014; MEISTER et al., 2016). É 

tentador ligar esses fenômenos em um único segmento, assumindo que o influxo de 

cálcio é o evento chave, que por sua vez induz a contração muscular (NOVAES et 

al., 1999; CIOLI et al., 1995, 2014; VALE et al., 2017). Entretanto, em estudos 

subsequentes com parasitas mantidos in vitro, foi comprovado que o acúmulo de 

cálcio por si só, não pode explicar o efeito esquistossomicida do PZQ (PAX et al., 

1985; PICA-MATTOCCIA et al., 2008; NOGI et al., 2009). Abordagens 

transcriptômicas revelam genes que podem evoluir em condições de metabolismo 

aeróbico e regulação do cálcio citosólico, sugerindo que a atividade 

esquistossomicida do PZQ é semelhante à observada durante o estresse oxidativo 

(ARAGON et al., 2009).  Além disso, a proteína-quinase dependente de 

cálcio/calmodulina tipo II (CaMK II) parece desempenhar um papel chave na ação do 
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PZQ e, portanto, pode ser considerado um novo e promissor alvo de drogas (YOU et 

al., 2013; RINALDI et al., 2015).  

Vale ressaltar que o PZQ se constitui em uma mistura racêmica, na qual 

apenas o isômero levógiro é ativo (XIAO & CATTO, 1989; XIAO, 1999; FARIAS et 

al., 2013).  Assim, a estereoespecificidade do PZQ é um argumento indicativo de 

que a droga interage com alguma proteína do parasito importante na regulação do 

fluxo de Ca2+ (CARVALHO et al., 2008).  

Algumas desvantagens acerca deste fármaco são: gosto amargo, baixa 

eficácia contra as formas imaturas do parasita (OTHMAM & SOLUMAN, 2015; CIOLI 

et al., 2014) e relatos de resistência à droga, principalmente em focos de 

endemicidade e não prevenção da reinfecção (CARDOSO et al., 2006.; GAZE et al., 

2014).  

Estudos apontam para uma relação de cooperação entre a ação do PZQ 

e a resposta imune do hospedeiro definitivo, resultante da exposição e liberação de 

antígenos indiretamente induzida pelo fármaco (ANDREWS et al., 1985.; BRINDLEY 

& SHER, 1990; VALE et al., 2017), com efeitos relevantes como aumento de IL-4 e 

IL-5 - citocinas associadas com a produção de IgE e eosinófilos (BAKER et al., 2010; 

PELLETREAU et al., 2011). 

Análises in vitro, atestaram que nos estágios em que o S.mansoni é 

menos suscetível ao PZQ, a combinação da quimioterapia com anti-soro de coelho 

(produzido a partir de antígenos da superfície do verme adulto) alcança maiores 

taxas de cura em comparação com o emprego do fármaco isolado (DOENHFF et al., 

1987). Ribeiro et al. (2004) descobriram uma ação sinérgica entre a imunidade 

específica contra S.mansoni - induzida frente a reinfecção – e o tratamento com 

doses subterapêuticas de PZQ. 

Ainda assim, as limitações, acerca da quimioterapia para a 

esquistossomose persistem, uma vez que se concentra apenas na cura de 

indivíduos, sem, contudo intervir diretamente na morbidade, transmissão e 

reinfecção, sendo esta última recorrente em áreas endêmicas (CARDOSO et al., 

2006). A estratégia mais acertada e útil, em longo prazo, seria uma vacina eficaz 

contra a doença, capaz de reprimir a reinfecção, que lhe é característico (EL RIDI & 

TALLIMA, 2013; GAZE et al., 2014).   
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A OMS preconiza que a oferta de um candidato a vacina para 

esquistossomose seja acima de 40%. O primeiro antígeno em ensaios clínicos foi a 

Glutationa-S-Transferase (GST), clonada de S.haematobium. Os estudos de fase I e 

II demonstraram um perfil de segurança aceitável e redução da fecundidade da 

fêmea – efeito promissor que poderia reduzir a patologia e a transmissão no trato 

urinário. Além disso, altos títulos de anticorpos IgG3 anti-GST-neutralizantes foram 

detectados, como também níveis significativos de citocinas IL-5 e IL-13 após 21 dias 

da segunda dose da vacina GST. Apesar de anticorpos IgE serem considerados 

protetores na esquistossomose, os mesmos (anti-GST) não foram detectados nos 

indivíduos em ensaio (RIVEAU et al., 2012).  

Com relação à esquistossomose mansônica outros dois candidatos a 

vacinas permanecem em estudo clínico. O primeiro é uma proteína de superfície 

Sm-TSP-2, que após ser empregada na imunização, reduziu substancialmente a 

carga de vermes (CURTI et al., 2013; CHENG et al., 2013). O outro antígeno 

promissor empregado em estudos clínicos foi o Sm14 - proteína capaz de ligar 

ácidos graxos. Em modelo murino alcançou níveis de proteção de 67%, no desafio 

contra S. mansoni. Em humanos induziu produção de IgG, células CD4+ produtoras 

de IFN-γ e IL-2, após 3 doses com intervalo de 30 dias (SANTINI-OLIVEIRA et al., 

2016). Em áreas endêmicas a proteína tegumentar Sm29, induziu a resistência à 

reinfecção através dos níveis significativos de IgG1 e IgG3. Além disso, a 

imunização com Sm29 também levou à redução do número de ovos e vermes 

adultos (CARDOSO et al., 2008) e aumento IFN-γ (PINHEIRO et al., 2014).  

Outros antígenos promissores candidatos a vacinas permanecem em 

estudo, como Smp80, que demonstrou eficácia em primatas e aguarda ser liberada 

para fase clínica de estudo. Adicionalmente, estratégias diferenciadas de controle 

vêm sendo investigadas, como bloqueio transmissão da esquistossomose asiática 

causada por S.japonicum para seres humanos, através de búfalos, gado e porcos, 

vista a importância desta zoonose. Assim também há otimismo em uma vacina pan-

esquistossomótica, uma vez que existe uma variedade de antígenos altamente 

conservados entre espécies diferentes, além da projeção futura de uma vacina 

multivalente contra helmintos, devido à sobreposição geográfica entre a 

esquistossomose e ancilostomose (DA’DARA et al., 2008; KARMAKAR et al., 2014). 
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1.3 DIAGNÓSTICO CLÍNICO-LABORATORIAL 

 

No contexto do diagnóstico clínico-epidemiológico, a confirmação 

laboratorial é um instrumento imprescindível, sendo baseada, essencialmente, pela 

observação microscópica de ovos de Schistosoma spp. (Figura 2) em amostras 

fecais, os quais exibem características singulares, com tamanho alusivo e presença 

da espícula lateral (somente S. mansoni) ou terminal de acordo com a espécie 

(GRAY et al., 2011). Esse conjunto de métodos permanece como instrumento mais 

amplamente utilizado, principalmente por seu baixo custo operacional e praticidade 

em situações de infra-estrutura laboratorial precária, exceto para S.haematobium, 

em que os ovos são eliminados na urina (CARVALHO et al., 2008; GANDASEGUI et 

al., 2018).  

A técnica de Kato-Katz (KK) é o procedimento internacionalmente 

recomendado pela OMS (WHO, 1994; WHO, 2012) para diagnóstico de S.mansoni. 

e permite estimar a carga parasitária e classificar a intensidade da infecção em 

baixa, moderada e alta pela quantificação do número de ovos por grama de fezes 

analisada (WHO, 2012), ou seja, fornece dados para estudo e programas de 

controle epidemiológico. Não obstante o diagnóstico também possa ser realizado por 

outros exames parasitológicos de rotina, por meio de técnicas de concentração ou 

sedimentação, apesar de sofrerem interferência de fatores como variação diária do 

número de ovos eliminados por dia (ZHANG, 2013; LINDHOLZ et al., 2018).  

Apesar do amplo uso, a técnica KK pode apresentar falsos negativos em 

pacientes na fase pré-patente da infecção ou com baixa carga parasitária, 

especialmente em áreas não endêmicas e populações anteriormente submetidas a 

tratamentos (ZHAO et al., 2012; OKOYO et al., 2018). Além disso, boa fração de 

exames verdadeiros podem ser perdidas no KK, pelo fato de o volume de fezes 

necessário ser muito pequeno (<50 mg), podendo os ovos estarem distribuídos de 

forma desigual nas fezes (OLIVEIRA et al., 2018). 

Estudos comprovaram que a observação de uma única lâmina pelo KK 

subestima a população infectada em locais de baixa transmissão, e que, portanto, o 

fornecimento de mais amostras fecais e a observação de três esfregaços aumentou 

a sensibilidade da técnica em mais de 30% (BERHE et al., 2004; FROTA et al., 

2011; SIQUEIRA et al., 2011). 
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Devido à sensibilidade reduzida da técnica de KK em áreas de baixa 

endemicidade, métodos diagnósticos aprimorados vêm sendo propostos para 

detecção precisa de Schistosoma spp nas populações de risco e monitoramento dos 

programas de controle da esquistossomose. O Helmintex, desenvolvido por Teixeira 

e cols. (2007), constitui um método altamente sensível capaz de detectar ovos de 

S.mansoni em quantidades maiores de fezes por meio de beads paramagnéticos 

(LINDHOLZ et al., 2018). Assim também, Jurberg et al., (2008), sugeriu um 

dispositivo para detecção do miracídio, que pode ser avaliado até 15 dias pós 

fixação. Outro método rápido, sensível e de fácil execução, ainda em 

aperfeiçoamento para uso em grandes populações consiste na sedimentação 

diferencial dos ovos quando submetidos a fluxo lento e contínuo de solução salina 

3% (COELHO et al., 2009.; WARLLEM et al., 2018). 

 

  

 

Figura 4. Ovos de Schistosoma spp. Os ovos de S.mansoni (A) possuem uma forma característica 
- uma espícula lateral proeminente perto da extremidade posterior. A extremidade anterior é cônica e 
ligeiramente curva. Já os ovos de S.japonicum (B) são mais arredondados e a espícula lateral é 
menor e menos conspícua que das outras espécies. Em contrapartida a espícula do S.haematobium 
(C) é terminal e bem pronunciada. Os ovos contêm o miracídio maduro quando são eliminados nas 
fezes (S.mansoni e S.japonicum) ou na urina (S.haematobium). As setas indicam a localização da 
espícula dos ovos das três principais espécies de Schistosoma spp. que infectam o homem. Fonte: 
Laboratório de Higiene do Estado de Wisconsin – EUA. Disponível em: www.mcdinternational.org. 

A B 

C 
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Através da detecção dos níveis de antígenos marcadores de  

Schistosoma spp. em soro e urina, o POC-CCA®  é um método recente e com 

resultados pertinentes na avaliação epidemiológica tanto em áreas endêmicas (VAN 

LIESHOUT et al., 2000; VAN DAM et al., 2004), como não endêmicas, com maior 

sensibilidade se comparado ao KK (KITTUR et al., 2016; SIQUEIRA et al., 2016; 

ASSARÉ et al., 2018). 

Não obstante, a detecção de anticorpos através dos imunoensaios é 

igualmente útil pela relativa sensibilidade, especialmente em áreas de baixa 

endemicidade, em casos de turistas infectados e na diferenciação da fase aguda e 

crônica, mesmo com possibilidade de reações cruzadas com outras helmintoses e 

não diferenciação entre infecção recente e passada (CARVALHO et al., 2008; 

CAVALCANTI et al., 2013).  

Os avanços da biologia celular e molecular viabilizaram a síntese de 

peptídeos sintéticos e antígenos recombinantes capazes de detectar epítopos 

específicos em infecção ativa, exibindo também menor possibilidade de reações 

cruzadas (CARVALHO et al., 2008), assim como a amplificação do DNA via reação 

em cadeia da polimerase (PCR), que forneceu um diagnóstico primoroso pela 

extrema sensibilidade, apesar de seu alto custo. O PCR pode ser utilizado em 

amostras de soro e fezes, especialmente se o padrão de oviposição for abaixo do 

limite de detecção do KK (PONTES, DIAS-NETO & RABELLO, 2002; PONTES et al., 

2003). Ademais as técnicas histopatológicas como biópsia retal e hepática ampliam 

a investigação da esquistossomose, porém com restrição a casos de difícil 

diagnóstico, devido ao seu caráter invasivo (WHO, 2009).  
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1.4 RESPOSTA IMUNE FRENTE À ESQUISTOSSOMOSE 

 

A resposta imunológica do hospedeiro definitivo (Figura 5) ao S. mansoni 

é dinâmica no decorrer da infecção. Nos estágios iniciais - 3 a 5 semanas – há uma 

ativação predominante Th1 direcionada principalmente aos antígenos dos 

esquistossômulos e vermes imaturos, a fim de eliminar o parasita. Células 

mononucleadas do sangue periférico (PBMCs) são induzidas a promover a 

citoxicidade celular com secreção de citocinas inflamatórias como: fator de necrose 

tumoral alfa (TNF-α), interferon γ (IFN-γ), interleucinas (IL) 1 e 6 (PEARCE & 

MACDONALD, 2002; WILSON et al., 2007).   

Presumivelmente, com a natural progressão da doença – por volta de 5-6 

semanas – os parasitos amadurecem, acasalam e começam a produzir ovos. O 

início da oviposição ativa as células natural killer (NK) e dendrítcas, que aumentam a 

produção de IL-10 e reduzem a secreção de IL-12, em resposta aos antígenos do 

ovo (DUNNE & COOKE, 2005), o que propicia a redução do componente pró-

inflamatório Th1 e surgimento de um proeminente perfil modulatório Th2, através da 

secreção de citocinas IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 (PEARCE & MACDONALD, 2002; 

SCHRAMM, HAAS, 2010) e aumento do número de eosinófilos, basófilos e 

mastócitos, bem como alta circulação níveis de IgE (DUNNE & COOKE, 2005).  

Ovos, direcionados ao fígado incitam uma reação inflamatória focal, com 

acúmulo de mononuclerares, neutrófilos, eosinófilos e outros tipos celulares de 

forma compacta e organizada (LENZI et al., 1998). A forte resposta celular para 

tentar conter e eliminar os ovos predispõe a modulação para um perfil Th2, com o 

intuito de evitar ou atenuar a lesão tecidual, que possa ser provocada pela constante 

ativação da resposta Th1 (PEARCE & MACDONALD, 2002). Além disso, o parasito 

é capaz de modular essa resposta Th2 por mecanismos variados, especialmente na 

fase crônica de infecção (DUNNE & COOKE, 2005). 

Esse processo acontece gradualmente ao longo de várias semanas, 

como resultado de mediadores humorais de origem parasitária e hospedeira. As 

células inflamatórias são gradualmente substituídas por fibroblastos, os granulomas 

regridem e tendem a calcificar (COLLEY et al.,2014). Dentre outros mecanismos em 

estudo, o desfecho clínico satisfatório é possível por meio da ativação de linfócitos T 

e B regulatórios (Treg e Breg) – capazes de suprimir a resposta imune, macrógafos 

alternativamente ativados e equilíbrio entre os perfis Th17 (patológico) e Treg. 
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(MAJLESSI et al., 2008; SAKAGUCHI et al., 2006). Por mecanismos não 

completamente elucidados, alguns indivíduos, são incapazes de realizar a regulação 

da resposta Th2, o que promove intensa deposição de colágeno no tecido em que 

se encontra o granuloma, e consequentemente alterações funcionais no mesmo 

(REIMAN et al., 2006). 

 

 

 

Figura 5: Resposta celular desenvolvida pelo hospedeiro definitivo após infecção por 

Schistosoma mansoni. Após a infecção, primeiramente se desenvolve uma resposta Th1, com 

secreção de mediadores inflamatórios, como, NO, TNF e IFN-γ. O amadurecimento do verme e a 

oviposição incitam o surgimento de um perfil celular Th2, no qual células dendríticas e natural killer 

são estimuladas a reduzir a secreção de IL-12 e aumentar IL-10. O perfil regulatório se faz presente, 

mediante células T regulatórias e macrófagos alternativamente ativados, a fim de controlar a forte 

resposta Th2, capaz de provocar fibrose tecidual. Fonte: Adaptado de DUNNE & COOKE, 2005. 
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1.5 REGULAÇÃO IMUNOLÓGICA NA PATOGÊNESE E MORBIDADE 

 

    As evidências apontam que os ovos são a forma evolutiva responsável 

pela morbidade na esquistossomose - e não a forma adulta do verme – uma vez que 

boa parte não é excretada e permanece nos intestinos ou fígado no caso de 

S.mansoni e S.japonicum, ou na bexiga e sistema urogenital, para S.haematobium. 

Os ovos suscitam uma intensa resposta imune dependente de células TCD4+ 

(MAJLESSI et al., 2008), com formação de granulomas caracterizados por linfócitos 

produtores de citocinas do tipo Th2, como IL-4, IL-5 e IL-13, assim também por 

eosinófilos e macrófagos alternativamente ativados. Estas e outras quimiocinas 

regulam a reação granulomatosa de forma singular (Figura 6). 

    Na maioria dos indivíduos a resposta ao granuloma é regulada de 

modo que a doença evolua para a forma intestinal (para S.mansoni e S.japonicum), 

com manifestações inespecíficas como dor abdominal intermitente, diarreia e 

sangramento retal de acordo com a intensidade da infecção (COLLEY et al., 2014). 

Contudo, em algumas pessoas o sistema imune responde de maneira peculiar aos 

antígenos do ovo, permitindo o depósito de colágeno no sistema periportal, que 

pode levar à obstrução progressiva do fluxo sanguíneo, hipertensão portal e por fim, 

varizes e sangramentos. Por essa razão manifesta-se uma extensa fibrose 

hepatoesplênica, quase sempre com evolução para fibrose periportal (GRAY et al., 

2011). Nesse caso, as características clínicas incluem desconforto abdominal 

superior com nódulo hepatoespital palpável e duro, comumente associado à 

esplenomegalia. Ascite e hematêmese são graves complicações da hipertensão 

periportal que podem ser fatais. O tempo decorrido entre a infecção inicial até a 

fibrose avançada varia entre 5 e 15 anos. Todavia, crianças a partir de 6 anos estão 

sujeitas a fibrose periportal, salientando a necessidade de rastreamento e 

tratamento de crianças em idade pré-escolar (COLLEY et al., 2014).  
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Figura 6. Principais componentes envolvidos na resposta granulomatosa aos ovos de S. mansoni e 
S. japonicum no fígado do hospedeiro. Citocinas e quimiocinas essenciais na regulação imunológica em 
resposta ao granuloma. Legenda: ovo, neutrófilo, eosinófilo, macrófago, fibroblastos, células estreladas 
hepáticas, fibras colágenas, células T CD4

+
, células B e hepatócitos. Fonte: Adaptado de: BURKE et al., 

2009. 

 

 

Especialmente IFN-γ secretado por macrófagos alternativamente ativados 

e IL-10 fazem parte do dowregulation da resposta Th2, para limitar a inflamação 

granulomatosa inicial que atinge o seu tamanho e intensidade após cerca de 8 

semanas de infecção por S.mansoni (COLLEY & SECOR, 2014). Entretanto, a 

produção crônica e não regulada de citocinas Th2 conduz eventualmente à fibrose 

patológica, causa funcional da doença hepatoesplênica (REIMAN et al., 2006). 

Simultaneamente ocorre mastocitose, eosinofilia e produção de 

anticorpos IgE (FITZSIMMONS, FALCONE, DUNNE, 2014). A produção dessa 

subclasse contra antígenos de vermes adultos tem sido relacionada com resistência 

a reinfecção; estas respostas tendem a aumentar com a idade e após o tratamento 

quimioterápico em regiões endêmicas. Além disso, a IgE possui efeitos 
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imunomoduladores importantes sobre células reguladoras e citocinas capazes de 

limitar a morbidade da infecção (DUNNE et al., 1997; SCHRAMM & HAAS, 2010).  

Já é bem estabelecido que a IL-4 funciona como um “gatilho” da fibrose, 

posto que a IL-13 atua como principal mediadora e a IL-5 é responsável 

principalmente pela expansão de eosinófilos – tipo celular predominante no 

granuloma - a nível medular e sua sobrevivência na periferia. Os eosinófilos por sua 

vez são importante fonte dessas citocinas (REIMAN et al., 2006). Além da IL-5, 

citocinas como IL-3, GM-CSF, IL-33 e IFN-γ são capazes de aumentar a 

sobrevivência dos eosinófilos nos tecidos (STONE et al., 2010). 

REIMAN e cols. (2006) demonstraram que a deleção de IL-13 e IL-4 inibiu 

a formação do granuloma em animais infectados, enquanto que a deficiência apenas 

de IL-13 bloqueou de maneira significativa a fibrose hepática, além de aumentar a 

sobrevida nas infecções crônicas. Os camundongos knocaut para IL-5/eosinófilos 

produziram mais IFN-γ, o que sugere capacidade reduzida de desenvolver uma 

resposta polarizada Th2; assim como naqueles desprovidos apenas de IL-5, houve 

uma remoção de quase 100% dos eosinófilos do granuloma, além de redução do 

tamanho e da fibrose. Tais resultados comprovam o papel dos eosinófilos e da IL-5 

na pró-fibrose. 

O TNF-α parece prefigurar um papel crucial na geração e continuidade do 

granuloma induzido pelo ovo (WILLE et al., 2004), sendo que a modulação com 

redução de área do granuloma foi associada à redução focal e sistêmica desta 

citocina (HAWRYLOWICZ & O’ GARRA, 2005). Ademais, essa citocina é liberada 

por hepatócitos lesionados – principalmente àqueles próximos ao granuloma, o que 

estimula a inflamação de modo persistente através da secreção de outras citocinas. 

(RIMKUNAS et al., 2009). Dessa maneira, o TNF-α atua como uma citocina pró 

inflamatória e pró fibrótica (RAMADAN et al., 2013) na esquistossomose. 

Jankovic e cols. (1998) investigaram o papel das células B na 

esquistossomose e notaram uma redução acentuada na sobrevida de animais 

desprovidos de dessas células durante a fase crônica da infecção. Assim como, 

observaram aumento da patologia no fígado nos camundongos deficientes de 

células B, como também nos deficientes no receptor Fc, indicando que os anticorpos 

estão envolvidos no controle do granuloma associado ao ovo. De importância a 

infecção por S.mansoni está associada ao crescimento e recrutamento de células B1 

CD5+ (células Breg) para a cavidade peritoneal nas primeiras 5 semanas de 
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infecção. Tais células possuem efeito regulatório através da produção de IL-10 e 

também são capazes de produzir IgM independente de células T (MAJLESSI et al., 

2008).  

Al-Qaoud et al., (1998) observaram que a susceptibilidade à infecção foi 

associado à redução de IL-10 e respostas de anticorpos. Mais recentemente, 

Mangan et al., (2004) demonstraram que a transferência de células  Breg induzidas 

após infecção por S.mansoni foram capazes de proteger camundongos de modelo 

experimental de anafilaxia, não deficientes de IL-10, salientando o papel 

imunomodulatório das células B.   

Murinos C57BL/6 com esquistossomose mansônica grave, apresentaram 

porcentagens expressivas de células Th17 no baço, granulomas e sangue periférico. 

Neste último, o ambiente inflamatório da IL-17 observado retrata o quadro 

imunopatológico observado no tecido.  Embora o aumento de células Th17 e Treg 

na periferia seja relatado de forma recíproca, a expansão de células Th17 pode 

ocorrer sem diminuição de Treg, esclarecendo a observação de que o número 

aumentado de células Th17 não é necessariamente acompanhado por um nível 

reduzido de Tregs, como encontrado no estudo de MOUSTAPHA et al., 2013. 
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1.6 NTPDases ANTIGÊNICAS 

 

Amplamente distribuídas entre organismos distintos as nucleosideo 

trifosfato difosfohidrolases (NTPDases) são enzimas de superfície celular 

nucleotídeo-específicas, que hidrolisam nucleotídeos di e trifosfatados. Com 

atividade catalítica dependente de íons divalentes como cálcio e magnésio, são a 

principal via de comunicação entre células (ZIMMERMANN et al., 2012). Os 

integrantes desta superfamília compartilham cinco regiões conservadas de apirase - 

ACR1 a ACR5 (Figura 7), que confere identidade ao grupo e supostamente estão 

envolvidas no ciclo catalítico. Bem como, incluem isoformas solúveis ou associadas 

à membrana no mesmo organismo (HANDA & GUIDOTTI 1996; DETONI et al., 

2013.; MAIA et al., 2013). 

 

 

Figura 7. Topografia de membrana prevista e propriedades catalíticas da família NTPDases de 
mamíferos. Todos os membros da família compartilham cinco domínios de sequência altamente 
conservados (“regiões conservadas em apirase” - ACR1 a ACR5), que provavelmente participam do 
sítio catalítico. As NTPDases 1 a 4 possuem um domínio transmembrana nas porções carbóxi e 
amino termianl (N-terminal e C-terminal). As NTPDases 5 e 6, possuem apenas domínio 
transmembrana na porção N-terminal, sendo que  essa sequência é clivada, resultando numa forma 
solúvel e segregada da enzima. Fonte: Adaptado de ZIMMERMANN 2000). 

 

 

As isoformas de NTPDases são antigênicas na toxoplasmose 

(BERMUDES, 1994; ASAI et al.; 1992; KIKUCHI et al., 2001, 2002; TAN et al., 2010, 

2011),  leishmaniose cutânea americana (FARIA-PINTO et al., 2008; REZENDE-

SOARES et al., 2010) e leishmaniose visceral (MAIA et al., 2013). Também em 

Schistosoma mansoni, duas isoformas foram identificadas e descritas – SmATPase 
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1 e SmATPase 2 – no tegumento do verme adulto (VASCONCELOS et al 1993; 

VASCONCELOS et al 1996) e em ovos do parasito (FARIA-PINTO et al 2004, 2008, 

2010a,b). Ambas as enzimas possuem massa molecular aproximada de 63KDa, 

divergindo na solubilidade em detergentes, ponto isoelétrico e razão da atividade 

ATPásica/ADPásica (VASCONCELOS et al 1993, 1996; FARIA-PINTO et al., 2004). 

Acredita-se que a expressão destas enzimas possa debilitar processos inflamatórios 

e imunes do hospedeiro em resposta à infecção (SUMMERS et al., 2017). 

A SmATPase 1 encontra-se principalmente na superfície externa do 

tegumento do verme e provavelmente está relacionada à evasão do parasito do 

sistema de hemostasia do hospedeiro, reduzindo a agregação plaquetária induzida 

por ADP (DeMARCO et al., 2003), além disso, tem a capacidade de modificar a 

concentração de nucleotídeos do microambiente do verme, sendo considerada um 

fator de virulência para S.mansoni (WILSON, 2012). 

Já a SmATPase 2 está situada em algumas células internas do 

tegumento do verme. Presumivelmente, é produzida e excretada ao exterior, 

podendo ter relação direta com a inibição da agregação plaquetária (LEVANO-

GARCIA et al., 2007). 

Em plantas essas enzimas possuem funções no crescimento e papéis na 

simbiose durante a nodulação (SUMMERS et al., 2017). A apirase de batata – 

NTPDase de Solanum tuberosum - e os anticorpos produzidos contra a mesma 

demonstraram propriedades imunoestimulantes consideráveis com ativação de 

resposta imune humoral em camundongos. Inóculo da proteína vegetal pura em 

camundongos BALB/c promoveu aumento dos níveis de anticorpos IgG1 e IgG2a 

anti-pairase específicos, sugerindo que a mesma possui epítopos capazes de 

estimular a resposta celular (FARIA PINTO et al., 2010b).  

Foi demonstrada forte imunorreatividade cruzada entre anticorpos 

policlonais com isoformas de S.mansoni parcialmente purificadas e apirase de 

batata, sugerindo um compartilhamento dos epítopos conservados entre das 

proteínas do parasita e a proteína vegetal (VASCONCELOS et al., 2009; FARIA-

PINTO et al 2004, 2008, 2010). 

Estudos certificaram elevada identidade entre apirase de batata e as 

isoformas de S.mansoni, sendo a maior delas com a SmATPase 1 (26% de 

identidade) (FARIA-PINTO et al., 2008; VASCONCELOS et al., 2009). A microscopia 

confocal evidenciou forte marcação da superfície externa do embrião de ovos do 
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parasita utilizando anticorpos policlonais de coelho anti-apirase específicos, que 

provavelmente se ligaram a uma isoforma de ATP difosfohidrolase associada à 

membrana. Mesma marcação foi observada na superfície externa do ovo, o que 

sugere a presença de uma isoforma solúvel e secretada (FARIA-PINTO et al., 2004, 

2006). 

Testes in vitro atestaram um perfil de citocinas Th2 e níveis elevados de 

anticorpos específicos anti-ATP difosfohidrolase, após estimulação de linfócitos 

esplênicos. Tais fatos sugerem que a proteína do parasita pode estar envolvida na 

resposta imune do hospedeiro durante o curso de infecção (JACINTO et al., 2001; 

FARIA-PINTO et al., 2004).  

Dados anteriores do nosso grupo mostraram significativa redução das 

áreas de granulomas hepáticos por parte de camundongos Swiss  imunizados com a 

apirase de batata e infectados com S.mansoni, caracterizada por redução do 

infiltrado celular e consequente substituição por fibras colágenas (SOARES, 2012). 

Assim sendo, dada a homologia existente entre as SmATPases e a 

apirase de batata, uma vez que ambas são capazes de ativar o sistema imune do 

hospedeiro, neste estudo investigamos o potencial efeito imunomodulatório da 

proteína vegetal, na infecção por S.mansoni associada ao PZQ subcurativo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



40 
 

2 OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GERAL 

Avaliar a capacidade modulatória da proteína vegetal de Solanum 

tuberosum – apirase de batata – associada ao praziquantel subterapêutico sobre a 

resposta imune da esquistossomose experimental. 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Purificar a proteína vegetal de Solanum tuberosum a ser empregada no 

protocolo experimental; 

 Avaliar a resposta humoral através dos níveis de IgG, IgG1, IgG2a e IgE por 

ELISA, promovida pela sensibilização com apirase de batata e tratamento 

subterapêutico com PZQ; 

 Analisar a resposta celular em murinos, obtida após sensibilização com 

apirase de batata e tratamento com PZQ subcurativo, por meio do número de 

linfócitos CD3+/CD4+ e CD3+/CD8+ na população de células do baço, bem 

como os níveis de IFN-γ e IL-17, no sobrenadante; 

 Verificar a reatividade cruzada entre SWAP e a resposta imune de 

camundongos submetidos à sensibilização com apirase de batata e 

tratamento subcurativo com PZQ; 

 Averiguar o potencial imunogênico da apirase de batata no protocolo 

experimental de esquistossomose junto ao tratamento subterapêutico com 

PZQ por meio dos níveis de anticorpos, citocinas IL-17 e IFN-γ, contagem de 

vermes e análise quantitativa de granulomas hepáticos. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 LOCAL DE PESQUISA E ASPECTOS ÉTICOS 

O estudo laboratorial experimental de caráter quali-quantitativo foi 

realizado no Biotério de Experimentação do Centro de Pesquisas René Rachou, 

Fiocruz/MG, que forneceu camundongos machos C57BL/6 após aprovação da 

Comissão de Ética local nº P-3/2018-2, em parceria com os Laboratórios de 

Estrutura e Função de Proteínas, do Departamento de Bioquímica da Universidade 

Federal de Juiz de Fora e também com o Centro de Tecnologia Celular e Imunologia 

Aplicada (IMUNOCET), na mesma universidade, que forneceu camundongos 

machos Balb/c sob a aprovação do protocolo de número 042/2017 (ANEXO A). 

 

3.2 REAGENTES 

Todos os reagentes utilizados neste trabalho possuem alto grau de 

pureza e foram obtidos da Sigma Chemical Co. (St. Louis. MO, USA), Merk (Rio de 

Janeiro, Brasil) e Reagen (Rio de Janeiro, Brasil). As soluções foram preparadas 

utilizando água deionizada obtidas por resina de troca iônica no deionizador 

Permution. Anticorpos anti-IgG, anti-IgG1, anti-IgG2a e anti-IgE de camundongos 

conjugados à peroxidase foram obtidos da Bethyl Laboratories Inc.(São Paulo, SP, 

Brazil). Marcador de peso molecular pré-corado e membranas de nitrocelulose foram 

obtidos da GE Healthcare (São Paulo, Brasil). Os anticorpos monoclonais mAbs 

(FITC/PE/PerCy5) foram obtidos da BD Biosciences (EUA): anti-CD3+, anti-CD4+ e 

anti-CD8+. 
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3.3 PURIFICAÇÃO DA PROTEÍNA VEGETAL DE SOLANUM TUBEROSUM 

A purificação da apirase de batata S.tuberosum, foi realizada por 

adaptação do método precedentemente descrito (TRAVERSO-CORI; CHAIMOVICH; 

CORI, 1965). Batatas de origem comercial, da variedade Asterix, foram trituradas a 

4°C com ácido tioglicólico 10mM a fim de inibir as tirosinases. O extrato bruto foi 

filtrado e submetido à centrifugação em 11860g por 15 minutos para remoção do 

amido. Na etapa seguinte as proteínas em solução foram lentamente precipitadas 

com sulfato de amônio até saturação de 40%. O precipitado foi descartado a 

adicionado sulfato de amônio até 70% de saturação. A solução foi novamente 

agitada e centrifugada. O precipitado foi ressuspendido em ácido tioglicólico 10 mM 

em volume correspondente a 10, 2 e 0,5% do extrato bruto a cada ciclo 

respectivamente. Cada centrifugação foi realizada a 11860g por 10 min. A amostra 

obtida foi aplicada em coluna de filtração em gel Sephadex G-25 (2,4 x 20 cm), 

seguidamente Sephadex G-100 (2,4 x 50 cm), e como etapa final coluna de troca 

iônica (carboximetilcelulose - 2,4 X 10 cm), seguida de diálise para eliminação do 

excesso de sal. Os picos de proteína extraídas das colunas foram determinados por 

densidade óptica a 280nm e atividade ATPásica e ADPásica pelo Método de 

Taussky e Shorr (1953). O rendimento da purificação foi averiguado por dosagem de 

proteínas (LOWRY et al., 1951), atividade enzimática, eletroforese em gel de 

poliacrilamida a 10% e 0,1% de dodecil sulfato de sódio (LEMMLI, 1970), seguida 

pela coloração de azul de Comassie blue.  

 

3.4 PREPARAÇÃO DE ANTÍGENOS SOLÚVEIS DO VERME ADULTO (SWAP) 

Os antígenos solúveis de vermes adultos (SWAP), foram obtidos pela 

manutenção do ciclo biológico de S.mansoni mantido no Laboratório de 

Esquistossomose do CPqRR através da técnica de Colley e cols (1977) com 

adaptações. Camundongos Swiss infectados com 150 cercárias via subcutânea 

foram eutanasiados após 45 dias e os vermes adultos obtidos por perfusão 

(PELLEGRINO & SIQUEIRA, 1956; SMITHERS & TERRY, 1965). Os vermes foram 

homogeneizados em tampão Tris – HCl 50 mM, pH 7,4, com sacarose 8% e 

inibidores de protease leupeptina (0,5µg/mL), pepstatina (0,07µg/mL), inibidor de 

tripsina (50 µg/mL) e fluoreto de fenilmetilsufonil (2µg/mL), rompidos através de 
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ciclos de 10 minutos em banho ultrassônico e banho de gelo alternadamente e 

submetidos a ciclos de ruptura de tecido por homogeneizações em Potter por 30 

segundos, com 60 segundos de intervalo entre elas, até extração de todo material 

solúvel. Em seguida o material foi centrifugado por 1h a 75 000g para obtenção do 

SWAP - sobrenadante. A concentração de proteínas foi determinada utilizando 

protocolo de Lowry (LOWRY et al., 1951), utilizando albumina bovina como padrão. 

Estas preparações foram estocadas à - 20ºC para utilização como antígeno no 

ELISA e estímulo na cultura de esplenócitos. 

 

3.5 CAMUNDONGOS E PARASITAS 

As cercárias de S.mansoni (cepa LE) preservadas rotineiramente no 

Centro de Pesquisas René Rachou, Fiocruz/MG em moluscos B.glabrata foram 

obtidas por exposição dos caramujos à luz artificial por 1 a 2h para induzir a saída 

das cercárias. O número de cercárias e sua viabilidade foram determinados por 

microscopia óptica. No protocolo experimental foram utilizados camundongos 

machos das linhagens C57BL/6 e Balb/c entre 6 a 8 semanas, sendo um total de 25 

animais por linhagem. As condições de acesso à água e ração foram ad libitum.  

 

3.6 ANÁLISE DA RESPOSTA IMUNE À APIRASE DE BATATA ASSOCIADA AO 

PRAZIQUANTEL EM CAMUNDONGOS Balb/c 

A Figura 8 representa o diagrama geral do estudo. A avaliação da 

resposta imune à apirase de batata junto ao PZQ subcurativo se deu através de 

duas sensibilizações com inóculos via subcutânea de 10µg da proteína adsorvida 

em 250µg de gel coloidal de hidróxido de alumínio Al(OH)3 (alúmen), com intervalo 

de 7 dias e após o mesmo intervalo realizado tratamento com 200mg/Kg de PZQ. 

Camundongos Balb/c, que foram divididos em grupos (n=5): controle (salina), 

praziquantel (tratados com PZQ), apirase (sensibilizados com apirase de batata), 

apirase/PZQ (sensibilizados com apirase de batata e tratados com PZQ), adjuvante 

(sensibilizados com alúmen), todos com o mesmo intervalo de dose descrito (Figura 

9 e  Tabela 1).  
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* 

* 

 

              PURIFICAÇÃO 

               

        SENSIBILIZAÇÃO 

 

     Balb/c               C57BL/6 

 
            Tratamento           Infecção com  
             com PZQ              S. mansoni 

 

         Coleta de baço        Tratamento 
             e fígado                com PZQ 

 
 
                          Perfusão de vermes 
                        Coleta de fígado e baço 
 

Figura 8: Esquema geral do trabalho. A proteína vegetal foi purificada através de precipitações 
com sulfato de amônio, colunas de separação de gel de tamanho e troca iônica. Em seguida a 
apirase de batata passou por diálise para eliminação do excesso de sal, e posteriormente por 
caracterização via Eletroforese. Em seguida, duas doses de 10µg cada da proteína foram 
inoculados em camundongos Balb/c – para avaliação da resposta à apirase junto ao PZQ 
subcurativo – e em murinos C57BL/6 para verificação da imunização com apirase frente à 
esquistossomose mansônica, associada ao PZQ subterapêutico. *Momentos de avaliação da 
resposta humoral. 
 
 

 

 

Coletas de sangue foram realizadas na veia submandibular com auxílio 

de uma lanceta para avaliação da resposta humoral nos dias 14 e 21. Aos 21 dias 

de experimento os camundongos foram eutanasiados com tiopental (150mg/Kg) via 

intraperitoneal. O fígado e o baço foram coletados para análise histológica e cultura 

de células, respectivamente. 

 

 

 

 

* * 

Precipitações  
Coluna de troca de tamanho e iônica 
Diálise  
Liofilização 
Caracterização 

Duas doses de proteína vegetal 
Intervalo de 7 dias 
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Dias 

 

 

 

Figura 9. Protocolo de avaliação da resposta imune à apirase. Os camundongos Balb/c foram 
divididos em 5 grupos experimentais (n=5). Os grupos apirase e apirase/PZQ receberam duas doses 
de 10µg da proteína vegetal com 250µg de adjuvante (hidróxido de alumínio) no intervalo de 7 dias 
por via subcutânea (S.C). Os grupos controle e PZQ receberam salina. O grupo adjuvante foi 
sensibilizado aepnas com alúmen. Seguidos 7 dias os grupos PZQ e apirase/PZQ foram tratados com 
dose subterapêutica única de praziquantel – 200mg/Kg por via oral (V.O).A resposta humoral foi 
avaliada após as sensibilizações e tratamento. 

 

 

Tabela 1. Distribuição dos grupos experimentais de camundongos Balb/c e os respectivos 
esquemas de sensibilização e tratamento realizados em cada grupo. A resposta imune à apirase 
de batata junto ao PZQ subcurativo foi avaliada em camundongos Balb/c. Duas sensibilizações com 
inóculos via subcutânea de 10µg da proteína adsorvida em 250µg de gel coloidal de hidróxido de 
alumínio Al(OH)3 (alúmen) foram realizadas no intervalo de 7 dias e decorridos mais 7 dias foi 
realizado tratamento com 200mg/Kg de PZQ. Os animais foram divididos em grupos (n=5): controle 
(salina), praziquantel (tratados com PZQ), apirase (sensibilizados com apirase de batata), 
apirase/PZQ (sensibilizados com apirase de batata e tratados com PZQ), adjuvante (sensibilizados 
com alúmen), todos com o mesmo intervalo de dose anteriormente descrito. 

GRUPOS EXPERIMENTAIS - CAMUNDONGOS Balb/c 

Grupos n experimental n examinado Intervenção 

Controle  5 5 Salina  

PZQ 5 5 Tratamento com PZQ 

Apirase  5 5 
Sensibilização com 
apirase/adjuvante  

Apirase/PZQ 5 5 

 
Sensibilização com 
apirase/adjuvante  

e tratamento com PZQ 
 

Adjuvante 5 5 Sensibilização com adjuvante  

 
 

 

 

1º inóculo     
com 10µg 
de apirase 

S.C. 

0 7 14 21 

Eutanásia 
e Coleta 

de material 
biológico 

Tratamento 
com PZQ  

V.O. 

2º inóculo     
com 10µg 
de apirase 

S.C. 
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3.7 AVALIAÇÃO DO POTENCIAL IMUNOLÓGICO DA APIRASE DE BATATA 

ALIADA AO PRAZIQUANTEL SUBTERAPÊUTICO SOBRE A 

ESQUISTOSSOMOSE MANSÔNICA EXPERIMENTAL 

No sentido de investigar a eventual sensibilização da apirase de batata 

associado ao tratamento subcurativo com praziquantel, camundongos C57BL/6 

(n=5) passaram pelo mesmo protocolo de sensibilização descrito para murinos 

Balb/c, com as mesmas divisões de grupo e doses de proteína vegetal e adjuvante 

(Figura 10 e Tabela 2). Decorridos 7 dias da última sensibilização, os animais foram 

submetidos à infecção bissexual por exposição percutânea da pele abdominal 

durante 1h em água contendo 50 cercárias de S.mansoni (estirpe LE) conforme 

descrito por Smithers & Terry (1965).  Os camundongos foram anestesiados com 

Ketamina (90mg/Kg) e (Xilazina 10mg/Kg) e um anel metálico de 2,5cm de diâmetro 

foi fixado no abdômen - previamente tricotomizado – onde a solução contendo as 

cercárias permaneceu por 1h. Em seguida, a solução foi recolhida a fim de verificar 

a ausência desta forma evolutiva. 

Após 45 dias da infecção procedeu-se o tratamento com 200mg/Kg (dose 

subterapêutica) de praziquantel dose única V.O., sendo o PZQ solubilizado em água 

filtrada e administrado um volume máximo de 200µL conforme peso dos 

camundongos. A resposta humoral foi avaliada nos dias 7 e 66, por meio do sangue 

coletado na veia submandibular com auxílio de uma lanceta.  

Depois de 7 dias do tratamento os camundongos foram eutanasiados com 

tiopental (150mg/Kg) via intraperitoneal. O fígado e o baço foram coletados para 

análise histológica e cultura de células, respectivamente. 
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Dias 

 

 

 

 

Figura 10. Protocolo de avaliação do potencial imunológico da apirase de batata junto ao 
praziquantel subcurativo sobre a esquistossomose murina.  Os camundongos C57BL/6 foram 
divididos em 5 grupos experimentais (n=5). Os grupos apirase e apirase/PZQ receberam duas doses 
de 10µg da proteína vegetal com 250µg de adjuvante (hidróxido de alumínio) no intervalo de 7 dias 
por via subcutânea (S.C). Os grupos controle e PZQ receberam salina. Seguidos 7 dias os animais 
foram sujeitados à infecção experimental percutânea com 50 cercárias de S.mansoni. Após 45 dias 
os camundongos receberam tratamento subterapêutico de PZQ em dose única de 200mg/Kg por via 
oral (V.O). Seguidos 7 dias os animais foram eutanasiados para coleta de material biológico. 

 

Tabela 2. Disposição dos camundongos C57BL/6 em cinco grupos experimentais e seus 
respectivos esquemas de sensibilização realizados. Murinos C57BL/6 foram divididos em grupos 
(n=5): controle (salina e infecção), adjuvante (sensibilização com alúmen e infecção), praziquantel 
(infecção e tratamento), apirase/PZQ (sensibilização com apirase de batata, infecção e tratamento), 
apirase (sensibilização com apirase de batata e infecção). Para sensibilização dos grupos apirase e 
apirase/PZQ, 10µg de apirase de batata adsorvida em 250µg de alúmen foram realizadas em duas 
doses subcutâneas. Após 7 dias todos os grupos foram infectados com 50 cercárias de S.mansoni e 
decorridos 45 dias os grupos apirase/PZQ e PZQ foram tratados com dose subterapêutica de 
praziquantel (200mg/Kg via oral). 

CAMUNDONGOS C57BL/6 

Grupos n experimental n examinado Intervenção 

Controle 5 3 Salina 

Adjuvante 5 3 

 
Sensibilização com 

adjuvante 
 

PZQ 5 2 
Tratamento com 

PZQ 

Apirase/PZQ 5 3 

 
Sensibilização com 
apirase/adjuvante e 
tratamento com PZQ 

 

Apirase 5 3 

 
Sensibilização com 
apirase/adjuvante 

 

0 7 14 

Desafio 
50 cercárias 
S.mansoni 

59 66 

45 dias 

1º inóculo     
de apirase 

S.C. 

2º inóculo     
de apirase 

S.C. 

Tratamento 
com PZQ  

V.O. 

Eutanásia 
e Coleta 

de material 
biológico 
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3.8 AVALIAÇÃO DA PROTEÇÃO CONTRA INFECÇÃO POR S.mansoni APÓS 

SENSIBILIZAÇÃO COM APIRASE DE BATATA E TRATAMENTO SUBCURATIVO 

COM PRAZIQUANTEL 

Camundongos C57BL/6, submetidos ao protocolo de sensibilização e 

esquistossomose experimental receberam após 7 dias a quimioterapia com 

praziquantel, em seguida foram eutanasiados com tiopental (150mg/Kg) via 

intraperitoneal e os vermes adultos perfundidos com solução salina adicionada de 

500 UI/L de heparina a partir do sistema portal e mesentérico, como descrito por 

Pellegrino e Siqueira (1956), para avaliação do nível de proteção. Os vermes 

recuperados foram contados manualmente. Fragmentos do lobo direito do fígado 

foram coletados para análise da presença de granuloma neste órgão. O baço foi 

coletado para isolamento e cultura dos esplenócitos para análise da resposta celular. 

 

3.9 QUANTIFICAÇÃO DE ANTICORPOS ANTI-APIRASE DE BATATA E ANTI-

SWAP ESPECÍFICOS POR ELISA 

A dosagem dos níveis de IgG, IgG1, IgG2a e IgE anti-apirase e anti-

SWAP  específicos foi realizada nas amostras de soro dos camundongos coletadas 

durante os experimentos, utilizando o método de ELISA indireto. A apirase de batata 

purificada e o SWAP na concentração de 1µg/mL foram empregados como 

antígenos em experimentos diferentes. Os antígenos foram solubilizados em tampão 

bicarbonato de sódio (NaHCO3 0,1M, pH 9,6) e adsorvidos em placas de 

microdiluição (COSTAR®) incubados a 4ºC overnight. No dia seguinte, as placas 

foram bloqueadas por 1h com solução de Molico® 0,3%. Em seguida soros dos 

camundongos Balb/c e C57BL/6 diluídos 1:100 foram adicionados e incubados por 

1h a temperatura ambiente. Foi utilizada ureia por 1h a 0,1M (para Balb/c) e 0,5M 

(C57BL/6) como agente caotrópico também por 1h. Sucessivamente os anticorpos 

secundários de camundongos foram adicionados com tempo de reação de 1h. Os 

anticorpos IgG, IgG1 e IgE foram empregados na diluição de 1:20 000 e IgG2a a 

1:1000. A cada etapa foram realizadas 3 lavagens com PBS (Tampão Fosfato-Salino 

pH 7,2) acrescido de Tween 20 a 0,05% (PBST) e uma lavagem apenas com PBS. 

Ao final as reações foram reveladas com o-fenilenodiamina (OPD) e água 

oxigenada, previamente diluída em tampão citrato. Ácido sulfúrico 4N foi utilizado 
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como agente de parada da reação. As leituras foram realizadas a 492nm em um 

leitor de ELISA (Molecular Devices Corp., Melon Park, CA, USA). Os experimentos 

foram realizados em duplicata. 

 

3.10 CITOMETRIA DE FLUXO 

Citometria de fluxo de esplenócitos foi utilizada para identificar linfócitos 

CD4+ e CD8+. Os anticorpos monoclonais mAbs (FITC/PE/PerCy5) foram obtidos da 

BD Biosciences (EUA): anti-CD3, anti-CD4 e anti-CD8. Após a remoção e 

maceração do baço, as células foram contadas na Câmara de Neubauer e 

plaqueadas a 1x106 por poço. Seguidas 48h e 72h, o sobrenadante das células foi 

coletado após centrifugação e as células ressuspendidas em tampão PBS acrescido 

de 1% de SF bovino. A suspensão de células foi transferida para uma placa de 

fundo “U” e centrifugada a 1200rpm/10min/4°C. O sobrenadante foi parcialmente 

retirado e as marcações realizadas conforme orientações do fabricante. Ao término 

das marcações, as células foram ressuspendidas em 150µL PBS + 1% SF bovino, 

transferidas para tubos de ensaio. As amostras foram analisadas em citômetro de 

fluxo FACScanto II (Becton & Dickinson), onde 30 000 eventos foram adquiridos. Os 

resultados foram analisados no Software Flowjo. 

 

3.11 CULTURA DE ESPLENÓCITOS E ANÁLISE DE CITOCINAS 

Após eutanásia dos camundongos Balb/c e C57BL/6, o baço foi retirado e 

acondicionado em aproximadamente 3mL de tampão fosfato-salino pH 7,2 (PBS). 

Em seguida foi transferido para uma placa de Petri estéril e macerado com auxílio de 

uma peneira de aço e duas pinças cirúrgicas. O macerado teve o volume 

completado para 30 mL de PBS e encaminhado para centrifugação a 1200rpm por 

10 minutos a 4°C. A seguir, o sobrenadante foi descartado e adicionado 2mL de 

tampão de lise cloreto de amônio potássico (ACK - para lisar as hemácias) por 5 

minutos. O volume foi completado para 30mL com meio de cultura celular Roswell 

Park Memorial Institute (RPMI), a fim de parar a reação de lise. A solução foi 

novamente centrifugada. O sobrenadante foi descartado e as células 

ressuspendidas em 2mL de meio RPMI completo (10% SFB, 1% antibiótico) e 
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passadas pelo cell strainer. Após contagem na câmara de Neubauer e diluição, as 

células foram plaqueadas com 1x106 (Balb/c) e 1x105 (C57BL/6) células/poço em 

placa de 96 poços (Prolab®), juntamente com os respectivos estímulos: 

lipopolissacarídeo (LPS) de Escherichia coli 1µg/mL (Sigma-Aldrich), concanavalina 

5µg/mL (Sigma-Aldrich), antígenos solúveis do verme adulto (SWAP) 5µg/mL ou 

apirase de batata 5µg/mL, sendo o meio RPMI completo (10% SFB, 1% antibiótico) 

o controle. Os esplenócitos foram incubados a 37°C em 5% de CO2. Alíquotas de 

sobrenadante foram recolhidas após 48 e 72h de cultura para análise de citocinas. 

Os níveis de IFN-γ e IL-17 foram mensurados nos sobrenadante por ELISA 

utilizando kit da eBioscience e BioLegend de acordo com as especificações do 

fabricante, respectivamente. 

 

3.12 ANÁLISE MORFOMÉTRICA DOS GRANULOMAS HEPÁTICOS 

Fragmentos do fígado foram fixados em solução de formol a 10% 

tamponado de PBS, pH 7,4 para estudo histológico. Após sucessivas lavagens com 

etanol a 70% para completa remoção do fixador, as amostras foram desidratadas 

em concentrações crescentes de etanol a partir de 70% até álcool absoluto. Após 

essa etapa, as amostras foram diafanizadas em xilol e impregnadas em parafina 

histológica fundida a 60 ºC. Posteriormente, foram incluídas em parafina, cortadas 

em micrótomo obtendo-se cortes de 5µm de espessura. Os cortes destinados ao 

estudo histológico foram corados pela hematoxilina-eosina (HE).  

Foram medidos os diâmetros dos granulomas viáveis encontrados em dez 

campos aleatórios para cada animal (n=5) em cada grupo. Granulomas contendo um 

único ovo central, encontrados nas lâminas de cada animal infectado foram 

examinados. As análises foram realizadas em microscópio Primo Star Zeiss, câmera 

Axicam ERc5s, em objetiva de 10x/0.25 (Plam-ACHROMAT). 
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3.13 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 Os resultados alcançados foram submetidos à análise de variância 

ANOVA e Dunnett ou Tukey como pós-teste no software GraphPad Prism versão 5.0 

(GraphPad  Inc., San Diego, CA, USA) e também à análise de variância ANOVA com 

pós teste SNK - Student-Newman-Keuls no software Sisvar versão 5.6 (Build 86) a 

fim de se comparar as intervenções de sensibilização e/ou tratamento ao controle não 

sensibilizado e não tratado, quando submetidos ou não à infecção por S.mansoni 

(C57BL/6 e Balb/c, respectivamente). 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 IDENTIFICAÇÃO E ATIVIDADE ATPásica E ADPásica DA APIRASE DE 

BATATA 

A purificação da apirase de batata pode ser realizada por métodos 

convencionais, sendo obtida com alto grau de pureza para melhor reprodutibilidade 

nos ensaios que utilizam essa proteína (VASCONCELOS et al., 2009). Durante cada 

etapa do processo de purificação as atividades difosfohidrolíticas – ATPase e 

ADPase – foram verificadas. Após purificação a proteína vegetal apresentou 

atividades ATPásica e ADPásica de 17880,75 ± 1296,50 e 18462,46 ± 1234,13 

nmolPi/mg/min, respectivamente (Tabela 3).  No intuito de se confirmar a eficiência 

do processo de purificação da apirase de batata foi realizada eletroforese em gel 

SDS-PAGE 10%. Na Figura 11 é possível observar a presença de uma única banda 

na altura de 54 KDa, correspondente à apirase de batata purificada. 

 

 

Tabela 3. Atividade ATPásica e ADPásica da apirase de batata após processo de purificação. 
As atividades avaliadas com tampão succinato de potássio pH 6,5, a 37°C, por 10 minutos e 
empregado nos nucleotídeos ATP e ADP como substratos para a enzima. Os resultados foram 
expressos pela média ± desvio padrão (M±SD) da atividade enzimática em nmolPI/mg/min. 
 

Atividade ATPásica 
nmolPi/mg/min 

(M±SD) 

Atividade ADPásica 
nmolPi/mg/min              

(M±SD) 

Relação ATPase/ADPase 

17880,75 ± 1296,50 18462,46 ± 1234,13 0,97 
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Figura 11. Eletroforese da proteína vegetal purificada. A corrida eletroforética foi realizada em gel 
preparativo de poliacrilamida a 10%, com 10µg de proteínas/poço para apirase de batata com os 
parâmetros de 100V, 0,03A e 3W a corrida durou cerca 1h e 30 min. Ao término do processo o gel foi 
corado com Azul de Coomassie por 24h, em seguida descorado com solução de 40% de metanol 
acrescida de 10% de ácido acético e água destilada. O resultado evidencia a presença de uma banda 
na altura de 54kDa, correspondente à apirase de batata (B) e o padrão de peso molecular utilizado 
para comparação (A). 

 

 

 

225 KDa 

A      B 

150 KDa 

102 KDa 

76 KDa 

52 KDa 

38 KDa 

31 KDa 

54 KDa 
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4.2 RESPOSTA IMUNE INDUZIDA PELA SENSIBILIZAÇÃO COM APIRASE DE 

BATATA ASSOCIADA AO PRAZIQUANTEL SUBCURATIVO  

 

4.2.1 Níveis de anticorpos anti-apirase específicos produzidos após 

sensibilização com apirase de batata e tratamento subterapêutico com 

praziquantel 

 

A fim de investigar os níveis de anticorpos específicos (Figura 12) 

induzidos pela proteína vegetal após as sensibilizações, plasmas dos camundongos 

Balb/c de cada grupo foram testados por ELISA. É possível notar que a 

sensibilização com apirase de batata associada ao praziquantel subterapêutico 

induziu níveis de IgG significativamente maiores em comparação ao controle 

(0,5403±0,08526, p=0,006) e não houve variação na produção deste anticorpo entre 

a sensibilização e sensibilização/tratamento de cada grupo (C.V. 3,18%, Figura 12A 

e A1).  

Os níveis de IgG1 detectados foram significativos após as sensibilizações 

com a proteína vegetal (0,1847±0,01515), como também naqueles associado 

(0,6422±0,07297) ou não ao PZQ subcurativo (0,3591±0,04610) em relação ao 

controle. Além disso, a variação da produção de IgG1 entre as sensibilizações, foi 

significativamente maior nos grupos sensibilizados e/ou tratados com dose 

subcurativa do PZQ (C.V. 5,03%) comparados ao controle (Figura 12B e B1). 

Em relação à produção de IgG2a, esta apresentou-se significativamente 

aumentada no grupo que recebeu apenas a proteína vegetal (0,2868±0,04337), ou 

associada ao PZQ (0,3334±0,00502) e também nos grupos adjuvante 

(0,2806±0,03652) e PZQ (0,06718±0,01420), (Figura 12C e C1). 
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Figura 12. Reatividade de anticorpos anti-apirase específicos em soros de camundongos 
Balb/c sensibilizados com apirase de batata e tratados com praziquantel subcurativo. Após 
sensibilização prévia com duas doses de apirase de batata (10µg) em um intervalo de 7 dias e 
tratamento com 200mg/Kg de PZQ, anticorpos IgG (A e A1) e subclasses IgG1 (B e B1) e IgG2a (C e 
C1) anti-apirase específicos foram quantificados por ELISA. Controle, grupo que recebeu solução 
salina. Apirase, grupo sensibilizado com apirase de batata/adjuvante. Apirase + PZQ, grupo 
sensibilizado com apirase de batata/adjuvante e tratado com 200mg/Kg de praziquantel em dose 
única. Praziquantel, grupo tratado com 200mg/Kg de praziquantel em dose única. Adjuvante, grupo 
sensibilizado com 250µg de hidróxido de alumínio. As amostras de plasma foram diluídas 1:100 e 
testadas em duplicata. Os resultados estão representados como média ± desvio padrão da densidade 
óptica (D.O.) 

*
p<0,05, 

**
p<0,01, 

***
p<0,001 (ANOVA/Dunnett), e como variação das médias entre as 

coletas de 14 e 66 dias de experimento (ANOVA/SNK -Student-Newman-Keuls). 
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4.2.2 Reatividade da apirase de batata com anticorpos IgE em soros de animais 

sensibilizados  

 

 A variação de anticorpos IgE (Figura 13A) em camundongos Balb/c 

previamente sensibilizados com apirase de batata e tratados com PZQ 

subterapêutico não foi significativa entre as etapas de sensibilização e 

sensibilização/tratamento. Da mesma forma, não foram observados níveis 

significativos desta imunoglobulina após protocolo de sensibilização e tratamento 

nestes animais, quando comparados ao grupo controle. 

 

 

 

 

    

Figura 13. Reatividade entre apirase de batata e anticorpos IgE presentes em amostras de 
plasma de camundongos Balb/c sensibilizados com proteína vegetal e tratados com 
praziquantel subcurativo. Controle, grupo que recebeu solução salina. Apirase, grupo 
sensibilizado com apirase de batata/adjuvante. Apirase + PZQ, grupo sensibilizado com apirase de 
batata/adjuvante e tratado com 200mg/Kg de praziquantel em dose única. Praziquantel, grupo 
tratado com 200mg/Kg de PZQ em dose única. Adjuvante, grupo sensibilizado com 250µg de 
hidróxido de alumínio. As amostras de plasma foram diluídas 1:100 e testadas em duplicata. Os 
resultados estão representados como média ± desvio padrão da densidade óptica (D.O.) - 
ANOVA/Dunnett e como variação das médias entre as coletas de 14 e 66 dias de experimento 
(ANOVA/SNK -Student-Newman-Keuls). 
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4.2.3 Influência da sensibilização com apirase de batata e tratamento com 

praziquantel subterapêutico no número de células CD3+/CD4+ e CD3+/CD8+ 

Com o intuito de determinar a ação da sensibilização prévia com a proteína 

vegetal associada ao PZQ subcurativo sobre o número de células CD3+/CD4+ e 

CD3+/CD8+, esplenócitos foram extraídos de camundongos Balb/c. As células foram 

estimuladas in vitro com Concanavalina (ConA) ou apirase de batata. Após 72h o 

número de células CD3+/CD4+ (Figura 14) e CD3+/CD8+ (Figura 15) foram 

determinadas. 

 

 

 

 

Figura 14. Número de linfócitos CD3
+
/CD4

+
 em esplenócitos de murinos Balb/c após protocolo 

de sensibilização com apirase de batata e tratamento com praziquantel subterapêutico. 
Esplenócitos de camundongos Balb/c (1x10

6 
por poço) foram cultivados na presença de 5µg/mL de 

Apirase de batata (B) e 5µg/mL de ConA (C),  para avaliação do número de células CD3
+
/CD4

+
. Após 

72h, a expressão dos marcadores foi determinada por citometria de fluxo. Os resultados representam a 
média ± desvio padrão de cada grupo, comprados ao grupo controle. 

*
p<0,05, 

**
p<0,01, 

***
p<0,001 

(ANOVA/Dunnett).   
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Nota-se que o grupo sensibilizado com a proteína vegetal reduziu o 

número de células CD3+/CD4+ quando associada (1,847±0,0991) ou não ao 

praziquantel subterapêutico (2,416±0,0842) na estimulação in vitro com a própria 

apirase de batata. Resultado semelhante foi encontrado para o grupo que recebeu 

apenas adjuvante (0,8999±0,2074) e apenas PZQ (3,176±0,1017). 

Quando aplicado estímulo com ConA a quantidade de células CD3+/CD4+ 

foi significativamente menor nos animais sensibilizados com apirase de batata 

(1,579±0,2135) e quando a sensibilização foi acompanhada de tratamento posterior 

com PZQ (2,589±0,4241), tal como nos animais testados apenas com alúmen 

(1,265±0,1464).  

Para as células CD3+/CD8+ (Figura 15) o estímulo com apirase de batata 

reduziu de forma significativa o número destas células nos animais que receberam 

essa proteína das etapas de sensibilização (0,6944±0,0602), enquanto que o grupo 

que recebeu adjuvante isoladamente esse número aumentou (3,660±0,248). O 

estímulo in vitro com ConA também foi capaz de promover aumento significativo de 

CD3+/CD8+ neste último grupo de animais (2,576±0,0813), porém propiciou redução 

significativa nos grupos sensibilizados e tratados (0,9212±0,2679) e naqueles apenas 

sensibilizados (0,6463±0,1074). 
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Figura 15. Número de linfócitos CD3
+
/CD8

+
 em esplenócitos de murinos Balb/c após protocolo 

de sensibilização com apirase de batata e tratamento com praziquantel subterapêutico. 
Esplenócitos de camundongos Balb/c (1x10

6 
por poço) foram cultivados na presença de 5µg/mL de 

Apirase de batata (B) e 5µg/mL de ConA (Concanavalina A (C) para avaliação do número de células 
CD3

+
/CD4

+
. Após 72h, a expressão dos marcadores foi determinada por citometria de fluxo. Os 

resultados representam a média ± desvio padrão de cada grupo, comprados ao grupo controle. 
*
p<0,05, 

**
p<0,01, 

***
p<0,001 (ANOVA/Dunnett).   
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4.2.4 Avaliação da produção de IFN-γ e IL-17 induzidos pela sensibilização de 

camundongos Balb/c com apirase de batata e praziquantel subterapêutico 

A análise da produção de citocinas induzida pela apirase de batata e PZQ 

subcurativo foi realizada nos grupos experimentais utilizando cultura de esplenócitos 

individuais de camundongos (n=3 para cada grupo; 72h de cultura). Os esplenócitos 

foram isolados após sensibilização com apirase de batata e tratamento com 

praziquantel em dose subterapêutica. Como controles positivos foram empregados 

5µg/mL de ConA  e 1µg/mL de LPS. Nas Figuras 16 e 17 estão apresentadas as 

médias da produção de IFN-γ e IL-17 respectivamente, nos sobrenadantes de cultura 

de células do baço, cultivadas por 72h, na presença de apirase de batata. 

Na ausência de estímulos, os animais sensibilizados com apirase de batata 

e/ou tratados com PZQ subcurativo apresentaram níveis significativamente menores 

de IFN-γ (grupo apirase 45±1,010; grupo apirase/PZQ 29,5±2,121; grupo PZQ 

428,5±110,5) em comparação ao grupo controle. De forma semelhante o estímulo 

com LPS também foi capaz de ocasionar redução significativa de IFN-γ nos grupos 

apirase (130,9±28,180), grupo apirase/PZQ (95,14±0,707), praziquantel (1278±186,4) 

e no grupo adjuvante (366,6±196,6). Já o estímulo com ConA, promoveu redução 

significativa de IFN-γ apenas nos grupos sensibilizado com a proteína vegetal 

(4312±1,011) e quando a sensibilização foi acompanhada de PZQ subterapêutico 

(3575±10,102). 

Em resposta ao estímulo com apirase de batata, tanto os grupos 

sensibilizados e/ou tratados reduziram significativamente a produção de IFN-γ (grupo 

apirase 300,9±2,020; apirase/PZQ 58,71±1,012; PZQ 175,9±1,024), tal como o grupo 

que recebeu adjuvante (153,7±8,081). 

Não foram observadas diferenças estatisticamente significativas na 

produção de IL-17 (Figura 17) entre os grupos experimentais comparados ao grupo 

controle, frente aos estímulos empregados e nas condições experimentais testadas. 
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Figura 16. Perfil de IFN-γ em sobrenadante de esplenócitos isolados de camundongos Balb/c 
sensibilizados com apirase de batata e tratados com PZQ subterapêutico. Os esplenócitos foram 
isolados a partir de camundongos Balb/c submetidos ao protocolo de sensibilização com duas doses 
de 10µg de apirase de batata/adjuvante, seguido de tratamento com 200mg/Kg de praziquantel. As 
células foram estimuladas in vitro com LPS (B), ConA (C) e Apirase de batata (D), para avaliar a 

secreção de IFN-γ. Os resultados representam a média ± desvio padrão de cada grupo em relação ao 
grupo controle. As diferenças estatisticamente significativas entre citocinas produzidas após a 
estimulação em comparação ao grupo controle.***p<0,0001 (ANOVA/Dunnett). 
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Figura 17. Perfil de IL-17 em sobrenadante de esplenócitos isolados de camundongos Balb/c 
sensibilizados com apirase de batata e tratados com PZQ subterapêutico. Os esplenócitos foram 
isolados a partir de camundongos Balb/c submetidos ao protocolo de sensibilização com duas doses 
de 10µg de apirase de batata/adjuvante, seguido de tratamento com 200mg/Kg de praziquantel. As 
células foram estimuladas in vitro com LPS (B), ConA (C) e Apirase de batata (D), para avaliar a 

secreção de IFN-γ. Os resultados representam a média ± desvio padrão de cada grupo em relação ao 
grupo controle.  
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4.3 EFEITO DA REATIVIDADE CRUZADA DOS ANTÍGENOS SOLÚVEIS DO 

VERME ADULTO (SWAP) SOBRE A RESPOSTA IMUNE DOS ANIMAIS 

SENSIBILIZADOS COM APIRASE DE BATATA E TRATADOS COM 

PRAZIQUANTEL SUBCURATIVO 

Dado que a apirase de batata exibiu efeito modulatório sobre o sistema 

imunológico de camundongos Swiss (SOARES, 2012) e com base em trabalhos 

anteriores do nosso grupo, que demonstraram similaridade entre a proteína vegetal e 

as ATP difosfohidrolases de S. mansoni analisamos o efeito da reatividade cruzada 

entre apirase de batata e antígenos solúveis do verme adulto (SWAP) em 

camundongos Balb/c sensibilizados com a proteína vegetal. 

Os níveis de IgG anti-SWAP específicos foram significativamente 

menores nos animais apenas tratados com PZQ subcurativo (0,1586±0,04100) e 

naqueles que receberam somente adjuvante (0,2833±0,04607) em relação ao grupo 

controle (Figura 18). Quando avaliada a subclasse IgG1, os níveis desta 

imunoglobulina em animais apenas sensibilizados com a apirase de batata 

apresentou-se significativamente elevado comparado ao controle (0,5388±0,09255). 

Resultado distinto foi encontrado para IgG2a, que demonstrou níveis reduzidos em 

animais apenas tratados (0,07891±0,01142) e exclusivamente sensibilizados com a 

proteína vegetal (0,1088±0,04596), assim como naqueles que receberam somente 

adjuvante (0,07677±0,01789).    
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Figura 18. Reatividade de anticorpos anti-SWAP específicos em soros de camundongos Balb/c 
sensibilizados com apirase de batata e tratados com praziquantel subcurativo. Após 
sensibilização prévia com duas doses de apirase de batata (10µg) em um intervalo de 7 dias, 
anticorpos IgG (A) e subclasses IgG1 (B) e IgG2a (C) anti-SWAP específicos foram quantificados por 
ELISA. Controle, grupo que recebeu solução salina. Apirase, grupo sensibilizado com apirase de 
batata/adjuvante. Apirase + PZQ, grupo sensibilizado com apirase de batata/adjuvante e tratado com 
200mg/Kg de praziquantel em dose única. Praziquantel, grupo tratado com 200mg/kg de 
praziquantel em dose única. Adjuvante, grupo sensibilizado com 250µg de hidróxido de alumínio. As 
amostras de plasma foram diluídas 1:100 e testadas em duplicata. Os resultados estão representados 
como média ± desvio padrão da densidade óptica (D.O.). 

*
p<0,05, 

**
p<0,01, 

***
p<0,001 

(ANOVA/Dunnett).   
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A diferença na produção de IgE anti-SWAP (Figura 19) específica entre 

sensibilização e sensibilização/tratamento foi significativa para todos os grupos de 

animais, se comparados ao controle. Contudo a produção de IgE foi significativa no 

grupo que recebeu a proteína vegetal isoladamente (0,4348±0,1143) ou 

acompanhada de tratamento posterior com PZQ (0,4727±0,0237) e bem como no 

grupo sensibilizado apenas com alúmen (0,7965±0,0892).  

 

 

 

 

 

Figura 19. Reatividade de anticorpos IgE anti-SWAP específicos em plasmas de camundongos 
Balb/c sensibilizados com apirase de batata e tratados com praziquantel subcurativo. Após 
sensibilização prévia com duas doses de apirase de batata (10µg) em um intervalo de 7 dias, 
anticorpos IgE anti-SWAP específicos foram quantificados por ELISA. Controle, grupo que recebeu 
solução salina. Apirase, grupo sensibilizado com apirase de batata/adjuvante. Apirase + PZQ, grupo 
sensibilizado com apirase de batata/adjuvante e tratado com 200mg/Kg de praziquantel em dose 
única. Praziquantel, grupo  tratado com 200mg/kg de praziquantel em dose única. Adjuvante, grupo 
sensibilizado com 250µg alúmen. As amostras de plasma foram diluídas 1:100 e testadas em 
duplicata. Os resultados estão representados como média ± desvio padrão da densidade óptica 
(D.O.). 

**
p<0,01, 

***
p<0,001 (ANOVA/Dunnett).   
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O número de células CD3+/CD4+ (Figura 20) foi menor nos animais 

sensibilizados com apirase de batata, simultaneamente (2,398±0,1001) ou não 

(1,818±0,1632) ao PZQ subterapêutico, assim como para o grupo adjuvante 

(1,530±0,7481). Já na avaliação de células CD3+/CD8+ verifica-se um aumento 

significativo no número deste tipo celular para o grupo que recebeu apenas adjuvante 

(1,766±0,4076), enquanto que no grupo apenas sensibilizado com apirase de batata 

este parâmetro foi significativamente menor (0,6389±0,05377). 

 

 

 

 

 

Figura 20. Efeito da reatividade cruzada em camundongos Balb/c sensibilizados com apirase de 
batata e tratados com praziquantel subterapêutico no número de células CD3

+
/CD4

+ 
e CD3

+
/CD8

+
 

em esplenócitos estimulados com antígenos solúveis do verme adulto (SWAP). Esplenócitos de 
camundongos Balb/c (1x10

6 
por poço) foram cultivados na presença de 5µg/mL de antígenos solúveis 

do verme adulto para avaliação do número de células CD3
+
/CD4

+
 (A) e CD3

+
/CD4

+
(B).  Após 72h, a 

expressão dos marcadores foi determinada por citometria de fluxo. Controle, grupo que recebeu 
solução salina. Apirase, grupo sensibilizado com apirase de batata/adjuvante. Apirase + PZQ, grupo 
sensibilizado com apirase de batata/adjuvante e tratado com 200mg/Kg de praziquantel em dose 
única. Praziquantel, grupo  tratado com 200mg/kg de praziquantel em dose única. Adjuvante, grupo 
sensibilizado com 250µg de alúmen. Os resultados representam a média ± desvio padrão de cada 
grupo, comprados ao grupo controle. 

*
p<0,05, 

**
p<0,01, 

***
p<0,001 (ANOVA/Dunnett).   
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O estímulo com SWAP (Figura 21) fez com que a produção de IFN-γ no 

grupo que recebeu apenas PZQ fosse significativamente elevada (395,9±1,010), ao 

passo que quando o tratamento foi precedido de sensibilização com a proteína 

vegetal essa produção foi menor se com parada ao grupo controle (5,68±0,770), 

assim como ocorreu naquele grupo apenas sensibilizado (20,14±11,140). 

A produção de IL-17 foi significativamente maior nos animais apenas 

sensibilizados com proteína vegetal (1399±144,5) e apenas tratados com 

praziquantel (1562±101,02) e significativamente menor quando sensibilização e 

tratamento foram combinados (18,24±2,91) e quando foi utilizado apenas adjuvante 

(25,44±7,84). 

 

 

 

 

 

 

Figura 21: Perfil de IFN-γ e IL-17 de esplenócitos isolados de camundongos Balb/c 
sensibilizados com apirase de batata e tratados com Praziquantel subterapêutico. Os 
esplenócitos foram isolados a partir de camundongos Balb/c submetidos ao protocolo de sensibilização 
com duas doses de 10µg de apirase de batata/adjuvante, seguido de tratamento com 200mg/Kg de 
praziquantel. As células foram estimuladas in vitro com 5µg/mL de SWAP, para avaliar a secreção de 

IFN-γ e IL-17. Controle, grupo que recebeu solução salina. Apirase, grupo sensibilizado com apirase 
de batata/adjuvante. Apirase + PZQ, grupo sensibilizado com apirase de batata/adjuvante e tratado 
com 200mg/Kg de praziquantel em dose única. Praziquantel, grupo tratado com 200mg/kg de 
praziquantel em dose única. Adjuvante, grupo sensibilizado com 250µg de alúmen. Os resultados 
representam a média ± desvio padrão de cada grupo, comprados ao grupo controle.

**
p<0,01, 

***
p<0,001 

(ANOVA/Dunnett).   
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4.4 ENSAIO PRELIMINAR DA POTENCIAL MODULAÇÃO DO SISTEMA IMUNE 

PELA APIRASE DE BATATA ASSOCIADA AO PRAZIQUANTEL SUBCURATIVO 

NA ESQUISTOSSOMOSE MURINA 

 

 4.4.1 Recuperação de vermes após infecção experimental com Schistosoma 

mansoni 

 

Dados anteriores do nosso grupo demonstraram a ativação da resposta 

imune humoral em camundongos e coelhos após imunização com apirase de batata, 

sendo que os anticorpos gerados contra a proteína vegetal reconhecem isoformas de 

NTPDases de S.mansoni (VASCONCELOS et al., 1996; FARIA-PINTO et al., 2004). 

Assim sendo, dispomos a investigar a capacidade de proteção da infecgos C57BL/6 

com essa proteína. Como apresentado na Tabela 4 e Figura 22, a sensibilização 

com apirase de batata não afetou a carga parasitária de forma significativa nos 

animais que receberam a proteína (29,33±3,05), mesmo quando associada ao PZQ 

subterapêutico (20±5,21), se comparadas grupo praziquantel (11±1,26). Resultado 

semelhante foi observado ao grupo que recebeu apenas adjuvante (35±1,38). 
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Tabela 4. Avaliação da carga parasitária de camundongos C57BL/6 sensibilizados com apirase 
de batata, posteriormente infectados com S.mansoni e tratados com PZQ. Os animais foram 
sensibilizados com duas doses de apirase de batata/adjuvante (10µg), seguidos 7 dias foram 
desafiados com 50 cercárias de S.mansoni (via percutânea). Após 45 do desafio, os camundongos 
foram tratados com dose única de 200mg/Kg de Praziquantel (via oral). E após 7 dias os animais foram 
eutanasiados com 150mg/Kg de tiopental (via intraperitoneal) e os vermes adultos de S.mansoni 
recuperados por perfusão pelo sistema mesentérico portal com solução salina + 500UI/L de heparina. 
Os resultados representam a média ± desvio padrão do quantitativo de vermes recuperados.*p<0,05 
(ANOVA/Tukey).  

Grupos Média de vermes Machos (%) Fêmeas (%) 

Controle 21±1,40 52,38 47,64 

Adjuvante 35±1,38 50 50 

Praziquantel (PZQ) 11±1,26 53 47 

Apirase + PZQ 20±5,21 48 52 

Apirase 29,33±3,05 60,20 39,80 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Recuperação de vermes do fígado e mesentério de camundongos C57BL/6 após 
protocolo experimental de imunização com apirase de batata, infecção com S.mansoni e 
tratamento subcurativo com praziquantel. Após serem eutanasiados com 150mg/Kg de tiopental, 
camundongos C57BL/6 previamente submetidos a sensibilização e tratamento em protocolo 
experimental de Esquistossomose mansoni, tiveram os vermes adultos perfundidos via sistema portal 
mesentérico com solução salina heparinizada (500 UI/L de). Os vermes obtidos foram contados 
manualmente assim como aqueles provenientes de um lobo do fígado. Controle, grupo que recebeu 
solução salina. Apirase, grupo sensibilizado com apirase de batata/adjuvante. Apirase + PZQ, grupo 
sensibilizado com apirase de batata/adjuvante e tratado com 200mg/Kg de praziquantel em dose 
única. Praziquantel, grupo tratado com 200mg/kg de praziquantel em dose única. Adjuvante, grupo 
sensibilizado com 250µg de alúmen * p <0,05 e * p <0,01 (ANOVA/Tukey) - aumento na carga de 
vermes dos grupos comparados ao respectivo grupo praziquantel. 
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4.4.2 Níveis de anticorpos anti-apirase específicos produzidos após 

sensibilização com a proteína vegetal, infecção com S. mansoni e tratamento 

subterapêutico com praziquantel 

 

A produção de anticorpos (Figura 23) IgG anti-apirase específicos foi 

significativamente maior no grupo sensibilizado e tratado (0,1673±0,03104). Apenas 

o grupo que recebeu adjuvante apresentou diferença na variação da produção desta 

imunoglobulina entre a sensibilização e infecção/tratamento (C.V. 1,27%).  

Os níveis de anticorpos IgG1 e IgG2a anti-apirase específicos mostraram-

se elevados no grupo apenas sensibilizado com apirase de batata (1,222±0,01655 e 

1,809±0,0961, respectivamente) e quando o tratamento subcurativo de PZQ foi 

combinado (0,7681±0,09412 e 0,6786±0,0540, respectivamente), sendo que ocorreu 

variação na produção entre as sensibilizações para as duas classes de 

imunoglobulinas para estes grupos (C.V. 1,56% e 2,48%, respectivamente). 
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Figura 23. Reatividade de anticorpos anti-apirase específicos em soros de camundongos 
C57BL/6 sensibilizados com apirase de batata, infectados com S.mansoni e tratados com 
praziquantel subcurativo. Após sensibilização prévia com duas doses de apirase de 
batata/adjuvante (10µg), infecção experimental com S.mansoni e tratamento com 200mg/Kg de PZQ, 
anticorpos IgG (A e A1) e subclasses IgG1 (B e B1) e IgG2a (C e C1) anti-apirase específicos foram 
quantificados por ELISA. Controle, grupo que recebeu solução salina. Apirase, grupo sensibilizado 
com apirase de batata/adjuvante. Apirase + PZQ, grupo sensibilizado com apirase de 
batata/adjuvante e tratado com 200mg/Kg de praziquantel em dose única. Praziquantel, grupo 
tratado com 200mg/kg de praziquantel em dose única. Adjuvante, grupo sensibilizado com 250µg de 
alúmen. As amostras de plasma foram diluídas 1:100 e testadas em duplicata. Os resultados estão 
representados como média ± desvio padrão da densidade óptica (D.O.) 

*
p<0,05, 

**
p<0,01, 

***
p<0,001 

(ANOVA/Dunnett), e como variação das médias entre as coletas de 7 e 66 dias de experimento (SNK 
-Student-Newman-Keuls). 
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4.4.3 Reatividade da apirase de batata com anticorpos IgE em soros de animais 

sensibilizados e tratados em protocolo de esquistossomose experimental 

 

 A variação de anticorpos IgE (Figura 24) em camundongos C57BL/6 

previamente sensibilizados com apirase de batata, foi significativa entre as etapas 

de sensibilização e sensibilização/infecção/tratamento, como também nos animais 

do grupo adjuvante (C.V. 1,19%). Da mesma forma, níveis significativos desta 

imunoglobulina foram encontrados apenas quando a sensibilização foi combinada ao 

tratamento (0,1779±0,0039), se comparados ao grupo controle. 

 

 

 

 

 

 

 

   

Figura 24. Reatividade entre apirase de batata e anticorpos IgE presentes em amostras de soro 
de camundongos C57BL/6 sensibilizados com apirase de batata/adjuvante e tratados com 
praziquantel subcurativo, no protocolo de infecção por S.mansoni. Após sensibilização prévia 
com duas doses de apirase de batata/adjuvante (10µg) em um intervalo de 7 dias, seguida de 
infecção com 50 cercárias de S.mansoni e tratamento com  200mg/Kg de PZQ, anticorpos IgE (A e 
A1) foram quantificados por ELISA após as sensibilizações e no fim do protocolo experimental. 
Controle, grupo que recebeu solução salina. Apirase, grupo sensibilizado com apirase de 
batata/adjuvante. Apirase + PZQ, grupo sensibilizado com apirase de batata/adjuvante e tratado com 
200mg/Kg de praziquantel em dose única. Praziquantel, grupo tratado com 200mg/kg de 
praziquantel em dose única. Adjuvante, grupo sensibilizado com 250µg de alúmen. As amostras de 
plasma foram diluídas 1:100 e testadas em duplicata. Os resultados estão representados como média 
± desvio padrão da densidade óptica (D.O.).*p<0,05. ANOVA/Dunnett. 
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4.4.4 Avaliação da produção de citocinas IFN-γ e IL-17 em camundongos 

C57BL/6 sensibilizados com apirase de batata e tratados com praziquantel 

subcurativo em protocolo experimental de Esquistossomose mansoni 

 

Sobrenadante de esplenócitos de animais sensibilizados com apirase de 

batata e tratados com PZQ em protocolo experimental de esquistossomose mansoni 

foram avaliados quanto à produção de IL-17 (Figura 25). Naqueles em que a 

sensibilização e tratamento foram realizados houve aumento significativo de IL-17 

após serem estimuladas com LPS (28,21±5,556). Quando estimulados com ConA os 

esplenócitos de murinos que receberam apenas tratamento com PZQ após serem 

infectados com S.mansoni, apresentaram redução significativa desta citocina 

(15,10±6,061). Em ausência de estímulos o grupo sensibilizado com a proteína 

vegetal obteve redução significativa da produção de IL-17 (24,06±2,716), assim 

como naquele em que o tratamento subcurativo com PZQ foi efetuado 

(3,929±1,515). 

 

 
Figura 25: Perfil de IL-17 de esplenócitos isolados de camundongos C57BL/6 sensibilizados 
com apirase de batata e tratados com PZQ subterapêutico em protocolo de esquistossomose 
mansoni. Os esplenócitos foram isolados a partir de camundongos C57BL/6 submetidos ao protocolo 
de sensibilização com duas doses de 10µg de apirase de batata/adjuvante, seguido da infecção por 
S.mansoni. e tratamento com 200mg/Kg de PZQ. Ao fim do protocolo os animais foram eutanasiados e 
o baço coletado para isolamento de esplenócitos que permaneceram em cultura por 48h sendo 
estimuladas in vitro com LPS (B), Apirase de batata (C), ConA (D) para avaliar a secreção de IFN-γ. 
Os resultados estão representados como média ± desvio padrão. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 
(ANOVA/Dunnett). 

 
** 
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A produção de IFN-γ (Figura 26) foi significativamente maior nas células 

do baço de camundongos C57BL/6 na ausência de estímulo in vitro nos grupos que 

receberam a proteína vegetal isoladamente (81,57±3,03) (Figura 26) ou juntamente 

com o PZQ subterapêutico (153±1,01) e também naquele que recebeu apenas 

adjuvante (2,644±0,772). Resultado semelhante foi obtido quando as células foram 

estimuladas com LPS (apirase 160,9±4,04; apirse/PZQ 85,86±1,01 e adjuvante 

68,95±18,37) e também com ConA (apirase 100,1±1,01; apirase/PZQ 177,3±11,12 e 

adjuvante 168,7±1,013). 

 

 
 
 

 
 
 
 

Figura 26: Perfil de IFN-γ de esplenócitos isolados de camundongos C57BL/6 sensibilizados 
com apirase de batata e tratados com PZQ subterapêutico em protocolo de esquistossomose 
mansoni. Os esplenócitos foram isolados a partir de camundongos C57BL/6 submetidos ao protocolo 
de sensibilização com duas doses de 10µg de apirase de batata e adjuvante, seguido da infecção 
percutânea com 50 cercárias de S.mansoni. e tratamento com 200mg/Kg de praziquantel V.O. As 
células foram estimuladas in vitro com LPS (B), Apirase de batata (C), ConA (D) para avaliar a 

secreção de IFN-γ. As células permaceram em contato com os estímulos por 72h. Os resultados estão 
representados como média ± desvio padrão. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 (ANOVA/Dunnett). 
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4.4.5 Efeito da sensibilização com apirase de batata e tratamento 

subterapêutico com PZQ sobre granulomas hepáticos de murinos C57BL/6 

decorrentes da Esquistossomose mansoni  

 

A análise morfométrica do granuloma hepático (Figura 27) demonstrou a 

redução significativa do diâmetro dos granulomas para os animais sensibilizados 

(116553±13675 - 46% de redução), sensibilizados e tratados (108090±9555 - 41% 

de redução) e apenas tratados (128058±23273 - 49,6% de redução).  

 

 

 

 

 

Figura 27: Análise morfométrica de granulomas hepáticos de camundongos C57BL/6 
sensibilizados com apirase de batata e tratados com PZQ subterapêutico em protocolo de 
esquistossomose mansoni. Após protocolo experimental de sensibilização, infecção e tratamento, 
camundongos C57BL/6, foram eutanasiados com tiopental (150mg/Kg) via intraperitoneal. O lobo 
direito do fígado foi retirado e fixado em formaldeído 10% até análise. Foram realizadas lavagens 
para remoção do fixador, as amostras foram desidratadas em concentrações crescentes de etanol a 
partir de 70% até álcool absoluto. Em seguida foram diafanizadas em xilol e foram incluídas em 
parafina, cortadas em micrótomo obtendo-se cortes de 5µm de espessura. Foram medidos os 
diâmetros dos granulomas viáveis encontrados em dez campos aleatórios para cada animal (n=5) em 
cada grupo. Granulomas contendo um único ovo central, encontrados nas lâminas de cada animal 
infectado foram examinados. As análises foram realizadas em microscópio Primo Star Zeiss, câmera 
Axicam ERc5s, em objetiva de 10x/0.25 (Plam-ACHROMAT). Os resultados estão representados 
como média ± desvio padrão, p=0,0027, (Kruskal-Walls/Dunn). 
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5 DISCUSSÃO  

 

A Esquistossomose mansoni causa uma série de morbidades graves nos 

hospedeiros humanos, especialmente influenciadas pela formação do granuloma 

nos órgãos alvo. O fígado é geralmente o mais atingido, uma vez que muitos ovos 

são transportados pelo intenso fluxo sanguíneo para este órgão, cujos sinusóides 

são pequenos demais para os ovos atravessarem, por isso morrem dentro do tecido, 

onde suscitam uma intensa resposta inflamatória capaz de levar a graves 

consequências, como: hipertensão portal, hepatoesplenomegalia, e ascite (PEARCE 

& MACDONALD, 2002). 

A expressão, durante todo o ciclo de vida do Schistosoma mansoni das 

NTPDases, revela a possibilidade dessas enzimas exercerem importante função no 

metabolismo de nucleotídeos do parasito (DA’DARA et al., 2014). Trabalhos 

anteriores mostraram que a movimentação dos vermes adultos e/ou ovos através do 

endotélio vascular pode suscitar a liberação de padrões moleculares associados ao 

dano (DAMPs) como o ATP, que são capazes de estimular a resposta imune 

inflamatória a promover a morte do parasito. Enzimas presentes na superfície do 

tegumento que utilizam ATP extracelular como substrato, podem auxiliar na garantia 

da sobrevida dos vermes adultos de S.mansoni, pois assim podem eliminar grande 

parte do sinal de dano. Dentre este conjunto de enzimas se encontram as isoformas 

de NTPDases de S.mansoni (VASONCELOS et al., 1996; BHARDWAJ et al., 2009; 

DA’DARA et al., 2014 a e b). 

No que diz respeito a estrutura e imunogenicidade, nosso grupo 

comprovou a produção de anticorpos contra apirase de batata (NTPDase de 

Solanum tuberosum), proteína vegetal com alta homologia com as SmTPDases 

(FARIA-PINTO et al., 2008), demonstrando uma reação cruzada com as isoformas 

presentes no parasito (VASCONCELOS et al., 1996; FARIA-PINTO et al., 2004, 

2006; VASCONCELOS et al., 2009). Outros dados apontam que a proteína vegetal 

pode modular o sistema imunológico de murinos em modelo experimental de 

esquistossomose (GUSMÃO, 2017). 

Neste trabalho, foi avaliada a resposta imune promovida após 

sensibilização com apirase de batata associada ou não ao PZQ subterapêutico em 

camundongos Balb/c, além disso, a potencial imunomodulação desta proteína foi 
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verificada em protocolo de esquistossomose experimental juntamente ou não à dose 

subcurativa com PZQ, em murinos C57BL/6. A escolha das linhagens em protocolos 

experimentais distintos se deve ao fato das diferenças existentes no background 

genético (WATANABE et al., 2004). Células T de camundongos C57BL/6 

preferencialmente produzem citocinas Th1, como, interferon (IFN) e baixas 

concentrações de interleucina 4 (IL-4), enquanto aqueles os Balb/c favorecem a 

produção de citocinas Th2 com altos níveis de IL-4 e reduzidos de IFN (MILLS et al., 

2000), com risco de não sobreviver até o fim do protocolo experimental. O 

background genético é importante no equilíbrio Th1/Th2 em murinos (HSIEH et al., 

1995; STEWART et al., 2002). De fato, Alves e cols. (2016) encontratam diferenças 

entre as linhagens durante a infecção experimental por S.mansoni (estirpe LE), 

neste estudo animais Balb/c apresentaram granulomas com áreas maiores e 

aumento significativo de IL-4 e IL-13, ao passo que os murinos C57BL/6 exibiram 

granulomas reduzidos e aumento de IL-10. 

A obtenção da apirase de batata através da purificação aqui proposta, 

demonstrou-se bem sucedida, uma vez que os níveis de atividade ATPásica e 

ADPásica foram correspondentes àqueles já descritos na literatura por ANICH e 

cols. (1990) – atividade ATPásica e ADPásica de 213 e 133 µmolPi/min/560g na 

devida ordem. Assim como, RIEWE et al., 2008 obtiveram 1239 ± 363 

µmolPi/min/mg. 

Neste estudo a sensibilização de camundongos Balb/c com apirase de 

batata induziu a produção de níveis significativos de IgG, quando associada ao PZQ 

subterapêutico. Os níveis de IgG1 e IgG2a também foram significativamente maiores  

neste grupo de animais, em relação ao controle não sensibilizado/tratado, além 

disso apenas a sensibilização com a proteína vegetal produziu níveis significativos 

dessas subclasses de IgG. Esses dados demonstram que a apirase de batata induz 

de forma significativa a produção de anticorpos, ainda mais quando combinada ao 

PZQ. Resultado este, semelhante ao obtido por ROFFATO e cols. (2013), quando 

utilizou proteínas do tegumento do verme (SmAP, SmPP-5, SmNTPDase). Isso pode 

indicar que a proteína esteja mais acessível ao sistema imune quando empregado 

praziquantel subcurativo, por um mecanismo ainda incompreendido (ROFATTO et 

al., 2013), corroborando com a hipótese de sinergismo entre PZQ e sistema imune 

anteriormente descrita (BRINDLEY et al., 1989; FALLON et al., 1994). 
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 Nas condições em que foram realizados os ensaios deste trabalho, os 

murinos sensibilizados com alúmen não foram capazes de induzir a produção de 

IgE, bem como reduziram as células CD3+/CD4+ e a produção de IFN-γ após 

estímulo in vitro, mas apresentaram aumento significativo de células CD3+/CD8+ e 

anticorpos IgG2a. Especulamos, que tenha ocorrido uma resposta a células B 

produtoras de IgG2a em decorrência da sensibilização realizada com alúmen.  

Os adjuvantes de alumínio foram identificados há mais de 70 anos por 

GLENNY et al. (1926). Possuem uma boa liberação do antígeno e apresentam um 

efeito-depósito moderado (COX & COULTER, 1997), além de toxicidade mínima 

(MARRACK et al., 2009). O alúmen é reconhecido por células dendríticas através de 

lipídios contidos na membrana plasmática e desencadeia uma sinalização capaz de 

inibir a secreção de IL-12, por essas células, o que pode explicar a limitada 

capacidade deste adjuvante em induzir uma resposta Th1 (MORI et al., 2012), sendo 

bem conhecido por induzir uma produção significativa de IL-4 e contribuir para 

imunidade humoral (AUDIBERT & LISE, 1993; ULANOVA et al., 2001). Outras 

atividades biológicas destes sais podem ser destacadas: formação de depósito de 

antígenos nos tecidos para produzir uma exposição prolongada; produção de 

antígenos particulados para facilitar a apresentação para células apresentadoras de 

antígeno e ativação do sistema complemento, além da estimulação dos macrófagos 

para induzir retenção e ativação de linfócitos (LINDBLAD, 2004). Este adjuvante 

possui algumas limitações, como reações locais, produção de níveis acentuados de 

anticorpos do tipo IgE e a incapacidade de estimular a imunidade mediada por 

células (BAYLOR et al., 2002). 

Neste trabalho não foram encontrados níveis significativos de IgE em 

murinos Balb/c nos grupos testados em relação ao grupo controle. Este achado 

remete a ideia de que a sensibilização com apirase de batata possa não interferir na 

proteção contra a infecção por S.mansoni, uma vez que existe correlação positiva 

entre a resposta específica de IgE na esquistossomose e a resistência à reinfecção 

(STONE et al. 2010). Diferente do que foi encontrado por Gusmão (2017), onde a 

sensibilização de camundongos de diversas linhagens com apirase de batata, 

usando adjuvante de Freund foi capaz de induzir níveis de IgE específicos anti-

apirase. 

A redução significativa de células CD3+/CD4+ e CD3+/CD8+ em 

camundongos Balb/c sensibilizados com apirase de batata, pode auxiliar na redução 
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da indução patológica, especialmente mediada por células T CD4+. Interessante 

notar, que essa redução foi ainda mais expressiva quando os animais foram apenas 

sensibilizados com a proteína vegetal para estes estímulos. A infecção por 

S.mansoni suscita a produção de diversas citocinas de forma complexa, sendo que 

os linfócitos T CD4+ e T CD8+, possuem papéis importantes na ativação e 

manutenção da resposta (PEARCE & MACDONALD, 2002).  

A redução significativa de IFN-γ nas células do baço por parte dos 

animais que receberam sensibilização e/ou sensibilização e tratamento remete à 

especulação de que a apirase de batata, especialmente quando empregada com 

tratamento subterapêutico de PZQ, possa diminuir o tempo de resposta 

predominante Th1 - própria do início da esquistossomose mansoni - já que o IFN-γ é 

uma citocina característica desse tipo de resposta. Diferente dos resultados 

encontrados por MELO e cols. (2010), em que houve produção significativa dessa 

citocina no sobrenadante de esplenócitos de camundongos imunizados com Smteg 

(proteínas do tegumento de S.mansoni).  

Os níveis de IL-17 em murinos Balb/c não apresentaram diferenças 

estatísticas entre os grupos testados, comparados ao controle. Os achados de IL-17 

neste estudo apresentaram-se bem variáveis entre animais de alguns grupos 

experimentados, impedindo que uma conclusão mais objetiva fosse obtida. Ainda 

assim, o fato da IL-17 não se apresentar elevada nos grupos que receberam apirase 

de batata, é indicativo que esta proteína possa contribuir na evolução benigna do 

quadro de reação granulomatosa grave na esquistossomose, com a redução 

precoce do infiltrado inflamatório e resolução deste.  

A célula Th17 é uma classe recentemente identificada de células T CD4+ 

efetoras e produz IL-17. Essas células exercem um papel crítico na indução e 

propagação da autoimunidade. A IL-17 induz a produção de citocinas pró-

inflamatórias como TNF-α, IL-1 e IL-6, além de quimiocinas que promovem 

recrutamento e ativação de neutrófilos e macrófagos (BERINGER et al., 2016). Em 

esquistossomose, a IL-17 ainda foi pouco explorada. Em modelos experimentais, os 

resultados indicam que altos níveis desta citocina são correlacionados com 

agravamento da inflamação granulomatosa, e que após a IL-17 ser neutralizada, 

ocorre melhora da inflamação (SMITH et al., 2009; PONICHTERA & STADECKER, 

2015).  
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A produção significativa de anticorpos IgG1 anti-SWAP em soros de 

Balb/c sensibilizados com a proteína vegetal e encontrada no experimento em 

questão, evidencia a reatividade cruzada entre a apirase de batata e isoformas de 

S.mansoni. Fato este também relatado em outros dados do grupo, onde 

camundongos Swiss previamente sensibilizados com apirase de batata 

responderam se forma significativa com elevada produção de IgG1 a antígenos 

solúveis do ovo (SEA). 

A reatividade cruzada para IgE anti-SWAP significativamente aumentada 

nos murinos Balb/c após sensibilização com apirase de batata sugere que as 

SmATPases e apirase de batata compartilham epítopos para anticorpo IgE, que 

também já foi demonstrado em trabalhos anteriores do grupo. 

Os números de células CD3+/CD4+ e CD3+/CD8+ produzido após os 

esplenócitos serem estimulados com SWAP, foi muito semelhante àquele quando a 

apirase de batata era o estímulo in vitro, ou seja, a redução expressiva destas 

células após serem sensibilizadas com SWAP. Esta semelhança evidencia que os 

epítopos compartilhados entre proteínas presentes no SWAP – possivelmente 

NTPDases – e a apirase de batata, possuem envolvimento na resposta imune, com 

efeitos semelhantes.  

Do mesmo modo, a produção de IFN-γ também foi semelhante nos 

grupos de animais experimentados para ambos estímulos, exceto quando os 

animais foram apenas tratados com PZQ subterapêutico. Neste caso, a produção de 

IFN-γ foi significativamente elevada após os esplenócitos serem estimulados com 

SWAP. Fato este pode estar relacionado à forma peculiar de sinergismo existente 

entre apirase de batata e PZQ subcurativo, capaz de reduzir esta citocina, 

especialmente a uma nova exposição antigênica, que também pode explicar e 

acentuada e significativa redução de IL-17 por parte do grupo sensibilizado e 

tratado, quando reestimulado in vitro com SWAP. Sakaguchi et al., (2006) 

demonstraram que células Th17 atuam como mediadoras da patologia durante a 

esquistossomose. Portanto, os achados deste trabalho quanto à IL-17, apontam 

para um possível efeito imunomodulador capaz de reduzir a patologia associada a 

doença.   

No que diz respeito a estrutura e imunogenicidade, nosso grupo 

comprovou a produção de anticorpos contra apirase de batata (NTPDase de 

Solanum tuberosum), proteína vegetal com alta homologia com as SmTPDases 
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(FARIA-PINTO et al., 2008), com reação cruzada com as isoformas presentes no 

parasito (VASCONCELOS et al., 1996; FARIA-PINTO et al., 2004, 2006; 

VASCONCELOS et al., 2009).  

A reatividade cruzada existente entre apirase de batata com isoformas de 

NTPDases de S.mansoni, já foi comprovada em estudos anteriores 

(VASCONCELOS et al., 2009; FARIA-PINTO et al. 2004, 2008, 2010) e outros 

dados do nosso grupo que apontam a proteína vegetal como potencial moduladora 

do sistema imunológico de murinos em modelo experimental de esquistossomose. 

A vacinação seria a melhor maneira de obter sucesso no controle da 

esquistossomose em longo prazo (MOLEHIN, et al., 2016). A vacina tem o papel de 

estimular a imunidade específica levando a redução do número de vermes, dos ovos 

nos tecidos e da patologia no fígado (ROMEIH et al., 2008). Chaiworaporn e cols. 

(2005) verificaram que vermes adultos de S.mansoni foram parcialmente 

susceptíveis a dose subterapêutica e consequentemente houve redução do número 

de ovos. É interessante notar, que no presente estudo, o PZQ, mesmo empregado 

em dose subterapêutica, reduziu de forma expressiva e significativa o número de 

vermes quando comparado ao controle não tratado. Este achado corrobora com o 

estudo supracitado, que além da redução do número de vermes também 

demonstrou ovos não viáveis no fígado de camundongos tratados com 300mg/Kg de 

PZQ uma semana após tratamento.  O que reforça o uso da dose subcurativa com o 

intuito do controle da morbidade. 

Nas condições testadas no presente estudo, a sensibilização com apirase 

de batata não foi capaz de proteger camundongos C57BL/6 contra infecção por 

S.mansoni, se comparada ao grupo PZQ. Apesar disso, a sensibilização com a 

proteína vegetal induziu níveis significativos de IgG e das subclasses IgG1 e IgG2a, 

especialmente quando combinada ao PZQ subterapêutico. Esses dados afirmam a 

capacidade da apirase de batata induzir a produção de anticorpos e que esses 

níveis se mantêm após infecção, possivelmente, pelo estímulo induzido pelos 

epítopos compartilhados com SmATPDases do parasito.  

Vale ressaltar que a considerável produção de IgG1 - particularmente nos 

animais submetidos a sensibilização e tratamento - é de extrema importância, visto 

que níveis elevados desta imunoglobulina estão associados à resposta Th2 em 

modelo murino durante a progressão da doença, e participação da regulação 
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negativa do granuloma e da morte do parasito (ZOUAIN et al., 2000). Além disso, 

Levano-Garcia e cols. (2008) verificaram indução predominante de IgG1 após 

imunizar murinos C57BL/6 com as isoformas de SmATPDases recombinantes do 

parasito, em relação à imunização com as isoformas isoladas. 

Na linhagem C57BL/6 ocorre produção de IgG2c em vez de IgG2a, 

devido a deleção do gene responsável pela produção deste anticorpo (ZHANG et al., 

2012), mas há uma reatividade cruzada entre essas subclasses. Essas subclasses 

de IgG também estão elencadas com a resposta Th1 e o “switching” para esses 

subtipos é dependente de citocinas sinalizadoras, tais como IFN-γ. A elevação 

significativa desta citocina por parte dos esplenócitos de animais sensibilizados e 

tratados (encontrada neste estudo) após estímulo in vitro, juntamente com a 

elevação significativa da produção de IgG2a nestes mesmos animais revelam que a 

apirase de batata pode exercer um efeito regulador, posto que há indícios da 

atuação do IFN-γ limitando o dano tecidual associado à inflamação  e modula a 

resposta T helper e diferenciação de células Treg (HU et al., 2009; SOUZA-GOMES 

et al., 2012). 

Embora na literatura a produção de IgE seja relacionada com a 

capacidade de proteção contra S.mansoni (ZHANG et al., 2006; NEGRAO-CORREA 

et al., 2014), neste trabalho camundongos C57BL/6 sensibilizados com apirase de 

batata e tratados com PZQ subcurativo apresentaram níveis significativamente 

aumentados de anticorpos IgE - após protocolo experimental de esquistossomose 

mansoni – sem redução do número de vermes. Resultados semelhantes já haviam 

sido observados por nosso grupo, nesta linhagem de murinos e também em 

camundongos Swiss (dados não publicados) sensibilizados com a proteína vegetal. 

Já foi comprovado que o aumento dos níveis de IgE específicos para antígenos do 

parasito na esquistossomose murina e humana aumenta após tratamento da doença 

devido a morte dos vermes e consequente exposição de antígenos ao sistema 

imune do hospedeiro (WALTER et al., 2006). Isso pode explicar a diferença 

estatística de produção desta imunoglobulina encontrada no grupo sensibilizado e 

tratado neste estudo. 

Melo e cols. (2013), utilizou SmTeg (proteínas do tegumento de 

S.mansoni) para imunizar murinos C57BL/6 e observou produção significativa de 
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IgG2c e IFN-γ por parte dos camundongos imunizados, além de proteção à doença 

(43,1%). A apirase de batata, sob nossas condições experimentais, além de 

aumentar significativamente os níveis de IgG2a e IFN-γ, também foi capaz de reduzir 

a produção de IL-17 quando associada ao PZQ, sem a presença de estímulo in vitro, 

apensar de não fornecer proteção contra esquistossomose. Também PINTO e cols. 

(2010) não obtiveram proteção ao imunizar murinos com rSmIg (proteína tegumentar 

de S.mansoni), mas a patologia hepática foi amenizada, com reduções significativas 

do volume do granuloma hepático e do conteúdo de fibrose. 

A compreensão dos mecanismos imunes relacionados à proteção na 

esquistossomose é complexa dada os diversos mecanismos de evasão do sistema 

imune – do hospedeiro mamífero - que o parasito possui. Neste contexto, várias 

moléculas vêm sendo exploradas como potenciais candidatos à vacina. Contudo os 

ovos depositados em tecidos do hospedeiro são responsáveis pela patologia da 

doença (THETIOT-LAURENT, 2013). Um antígeno capaz de modular a resposta 

imune de maneira a promover a redução da área do granuloma, pode ser muito 

promissor, especialmente se associado à terapia atualmente disponível, visto que 

esta última é muito eficiente na redução da carga parasitária. Esta associação pode 

levar a resultados interessantes em termos de redução da morbidade na 

esquistossomose. 

Os resultados obtidos neste trabalho mostram que a apirase de batata 

não é antígeno vacinal, mas de alguma forma foi capaz de modular a resposta 

imune frente à Esquistossomose mansoni, promovendo a redução do granuloma 

hepático. Os dados indicam ainda que a associação com praziquantel potencializou 

a resposta a essa proteína. Desse modo, são necessários mais estudos em modelo 

animal para apuração de outros parâmetros e confirmação dos dados. Assim, pois, 

nossos dados fornecem indícios de que a sensibilização com apirase de batata 

possa regular o granuloma hepático e reduzir a patologia provocados pela 

Esquistossomose mansoni em murinos, sendo assim uma importante ferramenta na 

melhor compreensão dos mecanismos imunológicos envolvidos no processo. 
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6 CONCLUSÕES 

Dentro do modelo proposto e das condições experimentais em que foram 

realizados os ensaios, é possível concluir: 

 

o A apirase de batata induziu a produção de IgG e subclasses IgG1 e IgG2a em 

murinos Balb/c, sendo que a associação com PZQ melhora essa resposta, 

indicando uma melhor acessibilidade da proteína ao sistema imunológico 

quando o PZQ foi combinado; 

 

o O número de células CD3+/CD4+ e CD3+/CD8+ no baço de camundongos 

Balb/c previamente sensibilizados com apirase de batata apresentou redução, 

bem como os níveis de IFN-γ, o que aponta para um possível tempo de 

resposta Th1 reduzido, que consequente pode reduzir a reação inflamatória 

focal em torno dos ovos de S.mansoni; 

 

o A proteína vegetal suscita a produção de anticorpos IgG1 anti-SWAP 

específicos e redução de citocinas IFN-γ e IL-17 em camundongos Balb/c 

sensibilizados com a proteína vegetal e tratados com dose subterapêutica de 

praziquantel, sugerindo um efeito sinérgico dessa combinação sobre o 

sistema imunológico, que possivelmente pode reduzir a patologia associada 

ao ovo de S.mansoni; 

 

o A sensibilização com apirase de batata combinada ao tratamento com PZQ 

subcurativo estimulou a produção de IgG1 anti-SWAP específicos e redução 

de IFN-γ e IL-17  em camundongos Balb/c, o que evidencia os epítopos 

compartilhados entre proteínas do verme adulto, possivelmente NTPDases, e 

apirase de batata, além do fato de ambas serem capazes de induzirem a 

resposta imune; 

 

o A apirase de batata não induziu proteção em camundongos C57BL/6 

sensibilizados e infectados com S.mansoni, mas pode ter efeitos 

imunomodulatórios sobre o granuloma nos animais sensibilizados com essa 
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proteína, quando associada ao PZQ subterapêutico, uma vez que o diâmetro 

do granuloma foi reduzido, nestes animais; 

 

o A proteína vegetal associada ao PZQ subcurativo suscita a produção de IgG, 

IgG1, IgG2a e IFN-γ no modelo de esquistossomose experimental em 

murinos C57BL/6 e reduz células CD3+/CD4+ , CD3+/CD8+ e a citocina IL-17, 

indicando que essa proteína pode atuar na modulação do granuloma hepático 

por mecanismos distintos; 

 

o A apirase de batata induziu a produção de anticorpos IgE na 

esquistossomose murina de C57BL/6, sugerindo que os epítopos 

compartilhados entre apirase de batata e as SmATPDases podem induzir a 

produção desses anticorpos na progressão da doença; 

 

o Ambas as linhagens - Balb/c e C57BL/6 – nas condições experimentais 

empregadas apresentaram respostas divergentes, quando os camundongos 

foram apenas sensibilizados com alúmen, daquelas descritas na literatura 

utilizando outras proteínas do tegumento, por isso são necessários mais 

estudos para confirmação deste achado. 
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ANEXO A – Protocolo de liberação dos animais para o experimento realizado. 

 

 


