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RESUMO

A esquistossomose é uma importante doenca tropical negligenciada causada por
trematddeos do género Shistossoma spp. Constitui uma parasitose endémica em
mais de 70 paises com aproximadamente 230 milhdes de pessoas atingidas e 800
milhdes residindo em areas endémicas. A doenca esta condicionada a populacdes
de baixo nivel socioecondmico, onde as condi¢cdes de saneamento e educacgdo
sanitaria sao deficientes, sendo por isso, um problema a saude publica. O
praziquantel (PZQ) € o atual farmaco de escolha, porém nado é capaz de controlar a
grave morbidade, que frequentemente acomete os pacientes. Este viés avigora a
importéancia do controle da morbidade e transmissdo da esquistossomose. As
NTPDases sdo uma familia de proteinas vastamente distribuidas entre os
organismos, sdo enzimas catalizadoras da hidrélise de nucleotideos 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 epitopos conservados entre as
proteinas do parasita e a proteina vegetal. Investigamos o0 potencial efeito
modulador da proteina vegetal associada ao PZQ subcurativo sobre a patogenia da
Esquistossomose experimental. A proteina vegetal foi purificada através de ciclos de
precipitagdes com sulfato de amoénio, colunas de troca de tamanho e troca idnica, as
amostras foram liofilizadas e a eficiéncia do processo confirmada pela atividade
enzimatica ATPasica e ADPasica e Eletroforese SDS-page. A apirase de batata foi
empregada no ensaio de imunogenicidade em camundongos Balb/c (n=5) associada
ou ndo ao praziquantel subterapéutico. A capacidade moduladora da proteina
vegetal sobre o sistema imune combinada ou ndo ao PZQ subcurativo foi avaliada
em murinos C57BL/6 (n=5) infectados com S.mansoni. A associacao entre apirase
de batata e PZQ induziu a producdo de IgG, IgGl, IgG2a e IFN-y no modelo
experimental de esquistossomose mansoni e reduziu o numero de células
CD3*/CD4", CD3"/CD8" e da citocina IL-17. Apesar da apirase de batata ndo induzir
protecdo contra esquistossomose mansoni, a mesma foi capaz de reduzir o diametro
dos granulomas hepéticos. Esses dados indicam que essa proteina pode atuar na
modulacdo do granuloma por mecanismos especificos, principalmente quando
associada ao PZQ subcurativo e reduzir a patologia provocada pela
Esquistossomose mansoni em murinos, sendo assim uma importante ferramenta na
melhor compreensdo dos mecanismos imunoldgicos envolvidos no processo e como
ferramenta na busca de antigenos vacinais e/ou que sejam capazes de reduzir a
patologia hepatica recorrente na esquistossomose.

Palavras chave: apirase de batata, reatividade cruzada, praziquantel
subterapéutico.



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, IgGl, IgG2a and IFN-y 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 INTRODUCAO

1.1 ESQUISTOSSOMOSE: ASPECTOS GERAIS

A esquistossomose é uma importante doenca tropical negligenciada, a qual
atinge aproximadamente 230 milhdes pessoas em mais de 70 paises. Estimativas
da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) indicam que aproximadamente 800
milhdes de individuos residem em areas endémicas. A falta de condicbes de
saneamento basico, baixo nivel socioeconémico e educacdo sanitaria deficiente
atuam como condicionantes e contribuem para a ocorréncia desta enfermidade
(BRASIL, 2014; GASIM et al., 2015; ROSS et al., 2016; WHO, 2017).

Além disso, a doenca detém relevancia pelas altas taxas de mortalidade e
morbidade. S&o registradas aproximadamente 12.000 mortes anuais diretas, e pelo
menos, 200.000 como cofator. Do mesmo modo, 20 milhdes de pessoas sofrem por
consequéncias dessa doenga a cada ano. Esses dados tornam a esquistossomose a
parasitose mais prevalente no mundo e uma das doencas tropicais negligenciadas
gue mais provocam o0bitos, depois da malaria (MARI et al., 2017; LAMBERTON et
al., 2017).

Seis espécies de Schistossoma spp. sdo capazes de infectar o homem,
S.mansoni,  S.japonicum,  S.intercalatum,  S.mekongi, @ S.malayensis e
S.haematobium, as mesmas encontram-se distribuidas de acordo com a presenca
de hospedeiros intermediarios susceptiveis (NAHUM et al, 2012). A
esquistossomose ocorre em Vvarias partes do mundo (Figura 1), principalmente no
Oriente Médio (Israel, Arabia Saudita, Ird), na maior parte da Africa (especialmente
na Africa Subsaariana), na China e América do Sul e Central (FENWICK &
JOURDAN, 2016).

No Brasil, a introducdo da doenca se deu por meio do trafico de escravos
infectados. No territério brasileiro, encontrou condicbes favoraveis ao
desenvolvimento e transmissédo, 0 que permitiu se estabelecer em vasta extensao
territorial como representado na Figura 2 (BRASIL, 2014; MINISTERIO DA SAUDE,
2017). Em virtude da inexisténcia de outros hospedeiros intermediarios susceptiveis
aos demais helmintos, apenas o Schistosoma mansoni - cujos hospedeiros

intermediarios sao planorbideos do género Biomphalaria spp - permaneceu no pais.
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Distribuicao da esquistossomose, de acordo
com a faixa de positividade, por municipio.
Brasil, 2010 - 2015
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Figura 2. Distribuicdo da esquistossomose, de acordo com a faixa de positividade, por
municipio. Brasil, 2010 — 2015: No Brasil as regies Nordeste e Sudeste sdo as mais atingidas,
devido presenca dos hospedeiros intermediarios (moluscos). Atualmente, é possivel detectar a
doenca em todas as regides do pais. As areas endémicas e focais estdo compreendidas em 19
estados, sendo os principais deles: Pernambuco, Sergipe, Alagoas, litoral do Rio Grande do Norte,

Bahia, Minas Gerais e Espirito Santo. Fonte: Ministério da Saude, 2017.
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Em seu ciclo bioldgico, o helminto alterna fases assexuadas e sexuadas
de reproducdo, sendo heteroxénico (Figura 3). ApOs oviposicdo na parede do
intestino, os ovos chegam a luz deste 6rgao, onde sofrem maturacdo, contendo em
seu interior o miracidio. Ao chegarem ao exterior juntamente com o bolo fecal,
atingem a agua e eclodem para libera-lo, dependendo das condigbes de
temperatura, luminosidade e oxigenacdo da &4gua. Os miracidios nadam até que
encontrem moluscos susceptiveis ao seu desenvolvimento. No interior dos
caramujos os miracidios replicam-se assexuadamente, passam por modificacfes e
evoluem para cercarias entre 4 a 6 semanas (COLLEY et al., 2014). As cercarias -
forma infecciosa ao hospedeiro mamifero - deixam os moluscos e nhadam ativamente
até serem atraidas por um hospedeiro definitivo, nos quais podem penetrar
ativamente pela pele ou mucosa, gracas aos seus movimentos ativos e secrecdes
pelas glandulas de penetracdo (SOUZA et al., 2011). ApGs a penetracdo as larvas
resultantes desse processo — 0s esquistossdmulos — adaptam-se as condi¢cfes
fisiolégicas do mamifero e percorrem, via sistema vascular sanguineo, coragéo e
pulméo até o sistema porta hepéatico, onde completam a maturacéo e diferenciacao
sexual e também onde ocorrerd a copulacdo, sendo que as fémeas fecundadas
isoladas ou acopladas ao macho irdo 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 apés a
penetracdo das cercarias na pele do hospedeiro mamifero as larvas em maturacao
(esquistossdmulos) 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 alteragcbes morfologicas e
bioquimicas significativas, que o tornam capaz de evadir do sistema imunol6gico do
hospedeiro, mas também de subverter e utilizar para sua sobrevivéncia e
transmissdo (DUNNE & COOKE, 2005). Cada etapa suscita a ativacdo de

complexos mecanismos imunoldgicos.
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Mediadores derivados do hospedeiro

(TGF-B and TNF?)

Receplores para
mediadores derivaddos
da hospedeiro
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Figura 3. Ciclo de vida do parasito S. mansoni: As cercarias penetram no hospedeiro definitivo pela
pele ou mucosa. Na corrente sanguinea se transformam em esquistossémulos. Cerca de 21 dias ap6s
a infeccdo os parasitos chegam ao figado e alcancam as formas adultas. Os casais acasalam-se e
migram para as veias mesentéricas onde realizam a oviposicao. Levados pela corrente sanguinea, os
ovos séo direcionados para os tecidos, sendo o figado e o intestino (que saira nas fezes) os locais de
maior concentracdo destes ovos. Em contato com a agua, liberam miracidios — larvas ciliadas - que
infectam os hospedeiros intermediarios e se transformam em cercarias, responsaveis por infectar o
hospedeiro definitivo e assim reiniciar o ciclo. TGF-B (Fator de transformacdo do Crescimento beta)
TNF (Fator de Necrose Tumoral). Fonte: Adaptado de: PEARCE & MACDONALD (2012).

Inicialmente a penetragcdo das cercarias produz importante reagdo
inflamatodria dérmica — erupcdo maculopapular e discreta eritomatose — capaz de
destruir importante quantitativo de vermes. Os esquistossémulos resultantes do
sucesso na penetracao na pele iniciam a migracdo e amadurecimento (que varia de
40 a 60 dias) suscitando a fase de reacdo de hipersensibilidade sistémica (fase

aguda) que pode perpassar de forma assintomatica ou como uma sindrome
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denominada “Febre de Katayama”, com sintomas gerais de febre, mal-estar, mialgia,
fadiga, tosse ndo produtiva, eosinofilia, diarreia (com ou sem a presenca de sangue);
esta forma da doenca é comum em viajantes ou imigrantes para regides endémicas,
gue sa80 expostos aos antigenos esquistossomaoticos pela primeira vez (COLLEY et
al., 2014). Tais sintomas podem ocorrer da quarta até a oitava semana de infeccéo
— coincidindo com a maturidade dos vermes. Finalmente, a fase cronica vai
depender do 6rgédo atingido e dos desdobramentos da reacédo granulomatosa frente
aos ovos internalizados nos tecidos (GRAY et al., 2011; BARSOUM et al., 2013;
CHOFLE et al., 2014).

A evolucao clinica depende da resposta do hospedeiro a invasao, ao
desenvolvimento e a oviposi¢cdo do verme. No homem a doenca se apresenta sob
uma forma aguda e duas crénicas. A condicdo aguda atinge érgdos como figado,
pulméo e intestino, nos quais estdo presentes granulomas periovulares, além de
intensa producéo de ovos, prostracdo, febre e eosinofilia, coincidindo com o inicio da
eliminacao de ovos nas fezes que pode causar dor abdominal e diarreia com muco e
sangue (SCHALL et al., 2007; BRASIL, 2014).

A forma crénica leve ou intestinal € a que se encontra a maioria das
pessoas de areas endémicas, as quais apresentam baixa carga parasitaria, sdo
assintomaticas ou com queixas inespecificas, apesar de permanecerem eliminando
ovos viaveis nas fezes. O intestino geralmente é pouco lesado e no figado
eventualmente ocorre uma resposta inflamatéria crénica local a ovos do S.mansoni
com formacdo de granulomas periovulares isolados em fases distintas de
cicatrizacdo e ramificacbes finas da veia porta, caracterizando a forma leve da
doenca. Este quadro clinico pode evoluir para inflamacdo hepatoesplénica e fibrose
hepatica (CARVALHO et al., 2008; GRAY et al., 2011).

Na forma hepatointestinal ha aumento da liberacdo de ovos, acumulo de
granulomas e lesdes hepaticas intensas e prejudiciais (SCHALL et al.,, 2007). A
forma grave ou hepatoesplénica é tipicamente reconhecida por fibrose hepética
periportal, pois as consequéncias se expandem ao sistema porta com lesbes
destrutivas e obstrutivas, devido a embolizacdo dos ovos e deposi¢cao de colageno,
sendo que o individuo pode apresentar ou nao sinais de hipertensao portal como:
esplenomegalia, varizes no eso6fago, neste caso acompanhado de alta carga
parasitaria. Tais manifestacées podem ocorrer anos apos a infec¢cdo (BARSOUM et
al., 2013).
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1.2 TERAPEUTICA E CONTROLE DA ESQUISTOSSOMOSE

Ao longo dos anos estratégias de controle - orientadas a ambos
hospedeiros - tém sido empregadas a fim de reduzir o risco de transmissdo da
esquistossomose e consequentemente a morbidade associada a doenca. O encargo
imposto pela doenca levou a implementacdo da quimioterapia em massa e
direcionada pela OMS juntamente com melhorias no saneamento, educacéo
sanitaria e controle do hospedeiro invertebrado através de modificacdo do meio
ambiente e uso de moluscicidas, com o intuito de impedir a transmissao e reduzir
carga parasitaria dos individuos infectados (WHO, 2013; BRASIL, 2014;
CARVALHO, 2017).

O medicamento de escolha para tratamento da esquistossomose é o
praziquantel (PZQ), um derivado pirazinoisoquinoleinico, do grupo dos tioxanténicos.
Foi introduzido, em 1996, na rotina do Programa de Controle da Esquistossomose
(PCE) e atualmente é o unico medicamento utilizado, por apresentar baixo custo e
toxicidade, além da facil administracao e adesdo (ERKO et al., 2012; BRASIL, 2014;
VALE et al., 2017). O praziquantel perturba a homeostase do Ca?** em
esquistossomos adultos, através de um mecanismo desconhecido (ANDREWS,
1985; DAY et al., 1992; REDMAN et al., 1996). Em poucos minutos de exposicéo ao
PZQ dois efeitos principais se tornam aparentes no parasito: contracdo muscular
rapida e sustentada (FETTERER et al., 1980) e ruptura tegumentar (BECKER et al.,
1980; MEHLHORN et al., 1981), o que leva subsequentemente a exposicao de
antigenos parasitarios na superficie do verme (HARNETT & KUSSEL, 1986).

O PZQ promove a cura em 75% a 95% dos pacientes e reducdo de 80 a
98% na percentagem de ovos. A eficacia deste farmaco em tratar a
esquistossomose varia em funcédo da idade do paciente e do grau de infec¢do. O
percentual de cura geralmente € menor em criangcas e em pacientes com infecgéo
massiva (FERRARI et al., 2003).

De fato, aléem da acdo contra cestdédeos e trematodeos, o PZQ foi a
primeira droga a apresentar atividade acentuada por via oral para as trés 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 clinicas da
doenca (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 criangas acima de 4 anos de idade, ambos em dose Unica (BRASIL,
2017). Em modelo murinho, a dose experimental curativa € de 600mg/Kg. Apesar
das pesquisas sobre a atividade do PZQ concentrarem-se principalmente na
posologia do farmaco, alguns estudos relatam efeitos importantes quando
empregado em dose subterapéutica ou subcurativa, ou seja, em dose abaixo da
recomendada. Os resultados em murinos apontam que a dose Unica de 200mg/Kg
foi capaz de causar danos permanentes no tegumento de vermes adultos (SHAW,
1990; FALLON et al., 1996), com exposicdo antigénica e em Orgados reprodutivos
das fémeas de Schistosoma spp. (SHAW & ERASMUS, 1988), além de reduzir de
forma significativa o nimero de ovos nos érgaos afetados por S. mansoni na dose
de 333mg/Kg (BOTROS et al.,1989). Como os vermes adultos apresentaram
susceptibilidade parcial a dose subcurativa do PZQ, os ovos — que sdo a principal
causa da patogénese — foram subsequentemente reduzidos. Logo, o tratamento em
dose subterapéutica pode contribuir para reducdo da patologia associada ao ovo
(CHAIWORAPORN et al., 2005).

Mesmo apés décadas de uso extensivo, muito permanece desconhecido
sobre o PZQ, em particular, seu modo exato de acdo, a identidade precisa e
localizac&o 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 trés principais efeitos sobre os vermes de
S.mansoni: influxo de céalcio em todo o parasita, contracdo muscular e alteracdes no
tegumento (GREENBERG, 2005; CIOLI et al., 2014; MEISTER et al., 2016). E
tentador ligar esses fendbmenos em um Unico segmento, assumindo que o influxo de
calcio € o evento chave, que por sua vez induz a contragdo 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 acumulo de
calcio por si sO, ndo pode explicar o efeito esquistossomicida do PZQ (PAX et al.,
1985; PICA-MATTOCCIA et al, 2008; NOGI et al, 2009). Abordagens
transcriptdbmicas revelam genes que podem evoluir em condicbes de metabolismo
aerObico e regulagdo do calcio citosélico, sugerindo que a atividade
esquistossomicida do PZQ é semelhante a observada durante o estresse oxidativo
(ARAGON et al., 2009). Além disso, a proteina-quinase dependente de

calcio/calmodulina tipo Il (CaMK 1) parece desempenhar um papel chave na acéao 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 racémica, na qual
apenas o isbmero levagiro é ativo (XIAO & CATTO, 1989; XIAO, 1999; FARIAS et
al., 2013). Assim, a estereoespecificidade do PZQ €& um argumento indicativo de
que a droga interage com alguma proteina do parasito importante na regulacdo do
fluxo de Ca®" (CARVALHO et al., 2008).

Algumas desvantagens acerca deste farmaco sdo: gosto amargo, baixa
eficacia contra as formas imaturas do parasita (OTHMAM & SOLUMAN, 2015; CIOLI
et al., 2014) e relatos de resisténcia a droga, principalmente em focos de
endemicidade e ndo prevencao da reinfeccdo (CARDOSO et al., 2006.; GAZE et al.,
2014).

Estudos apontam para uma relacdo de cooperacao entre a acao do PZQ
e a resposta imune do hospedeiro definitivo, resultante da exposicéo e liberacéo de
antigenos indiretamente induzida pelo farmaco (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 producéo de IgE e eosindfilos (BAKER et al., 2010;
PELLETREAU et al., 2011).

Andlises in vitro, atestaram que nos estagios em que o S.mansoni €
menos suscetivel ao PZQ, a combinacdo da quimioterapia com anti-soro de coelho
(produzido a partir de antigenos da superficie do verme adulto) alcanca maiores
taxas de cura em comparag¢do com o emprego do farmaco isolado (DOENHFF et al.,
1987). Ribeiro et al. (2004) descobriram uma acéo sinérgica entre a imunidade
especifica contra S.mansoni - induzida frente a reinfeccdo — e o tratamento com
doses subterapéuticas de PZQ.

Ainda assim, as limitagbes, acerca da quimioterapia para a
esquistossomose persistem, uma vez que Se concentra apenas na cura de
individuos, sem, contudo intervir diretamente na morbidade, transmisséo e
reinfeccdo, sendo esta Ultima recorrente em areas endémicas (CARDOSO et al.,
2006). A estratégia mais acertada e util, em longo prazo, seria uma vacina eficaz
contra a doenca, capaz de reprimir a reinfeccdo, que |Ihe é caracteristico (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 antigeno em ensaios clinicos foi a
Glutationa-S-Transferase (GST), clonada de S.haematobium. Os estudos de fase | e
Il demonstraram um perfil de seguranca aceitavel e reducdo da fecundidade da
fémea — efeito promissor que poderia reduzir a patologia e a transmissao no trato
urinério. Além disso, altos titulos de anticorpos IgG3 anti-GST-neutralizantes foram
detectados, como também niveis significativos de citocinas IL-5 e IL-13 ap0s 21 dias
da segunda dose da vacina GST. Apesar de anticorpos IgE serem considerados
protetores na esquistossomose, 0s mesmos (anti-GST) nao foram detectados nos
individuos em ensaio (RIVEAU et al., 2012).

Com relacdo a esquistossomose mansoénica outros dois candidatos a
vacinas permanecem em estudo clinico. O primeiro é uma proteina de superficie
Sm-TSP-2, que apds ser empregada na imunizacdo, reduziu substancialmente a
carga de vermes (CURTI et al.,, 2013; CHENG et al.,, 2013). O outro antigeno
promissor empregado em estudos clinicos foi o Sm14 - proteina capaz de ligar
acidos graxos. Em modelo murino alcancou niveis de protecédo de 67%, no desafio
contra S. mansoni. Em humanos induziu producéo de IgG, células CD4" produtoras
de IFN-y e IL-2, ap6s 3 doses com intervalo de 30 dias (SANTINI-OLIVEIRA et al.,
2016). Em areas endémicas a proteina tegumentar Sm29, induziu a resisténcia a
reinfeccdo através dos niveis significativos de IgGl e 1gG3. Além disso, a
imunizacdo com Sm29 também levou a reducdo do numero de ovos e vermes
adultos (CARDOSO et al., 2008) e aumento IFN-y (PINHEIRO et al., 2014).

Outros antigenos promissores candidatos a vacinas permanecem em
estudo, como Smp80, que demonstrou eficacia em primatas e aguarda ser liberada
para fase clinica de estudo. Adicionalmente, estratégias diferenciadas de controle
vém sendo investigadas, como bloqueio transmissdo da esquistossomose asiatica
causada por S.japonicum para seres humanos, através de bufalos, gado e porcos,
vista a importancia desta zoonose. Assim também ha otimismo em uma vacina pan-
esquistossomotica, uma vez que existe uma variedade de antigenos altamente
conservados entre espécies diferentes, além da projecdo futura de uma vacina
multivalente contra helmintos, devido & sobreposicdo geografica entre a
esquistossomose e ancilostomose (DA'DARA et al., 2008; KARMAKAR et al., 2014).
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1.3 DIAGNOSTICO CLINICO-LABORATORIAL

No contexto do diagndstico clinico-epidemiolégico, a confirmacao
laboratorial € um instrumento imprescindivel, sendo baseada, essencialmente, pela
observacdo microscépica de ovos de Schistosoma spp. (Figura 2) em amostras
fecais, os quais exibem caracteristicas singulares, com tamanho alusivo e presenca
da espicula 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 situacdes de infra-estrutura laboratorial precaria, exceto para S.haematobium,
em que o0s ovos sao 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 diagnostico de S.mansoni.
e permite estimar a carga parasitaria e classificar a intensidade da infeccdo em
baixa, moderada e alta pela quantificacdo do numero de ovos por grama de fezes
analisada (WHO, 2012), ou seja, fornece dados para estudo e programas de
controle epidemiologico. N&o obstante o diagnéstico também possa ser realizado por
outros exames parasitolégicos de rotina, por meio de técnicas de concentra¢do ou
sedimentacao, apesar de sofrerem interferéncia de fatores como variacao diaria do
namero 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 infeccdo ou com baixa carga parasitéria,
especialmente em areas ndo endémicas e populacbes anteriormente submetidas a
tratamentos (ZHAO et al., 2012; OKOYO et al., 2018). Além disso, boa fracdo de
exames verdadeiros podem ser perdidas no KK, pelo fato de o volume de fezes
necessario ser muito pequeno (<50 mg), podendo os ovos estarem distribuidos de
forma desigual nas fezes (OLIVEIRA et al., 2018).

Estudos comprovaram que a observagdo de uma Unica lamina pelo KK
subestima a populacéo infectada em locais de baixa transmisséo, e que, portanto, o
fornecimento de mais amostras fecais e a observacéo de trés esfregacos 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 a sensibilidade reduzida da técnica de KK em éareas de baixa
endemicidade, métodos diagndsticos aprimorados vém sendo propostos para
deteccao precisa de Schistosoma spp nas populacdes de risco e monitoramento dos
programas de controle da esquistossomose. O Helmintex, desenvolvido por Teixeira
e cols. (2007), constitui um método altamente sensivel 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 deteccdo do miracidio, que pode ser avaliado até 15 dias pos
fixacdo. Outro método rapido, sensivel e de féacil execucdo, ainda em
aperfeicoamento para uso em grandes populagdes consiste na sedimentacao
diferencial dos ovos quando submetidos a fluxo lento e continuo de solucdo salina
3% (COELHO et al., 2009.; WARLLEM et al., 2018).
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Figura 4. Ovos de Schistosoma spp. Os ovos de S.mansoni (A) possuem uma forma caracteristica
- uma espicula lateral proeminente perto da extremidade posterior. A extremidade anterior € cbnica e
ligeiramente curva. J4 os ovos de S.japonicum (B) sdo mais arredondados e a espicula lateral é
menor e menos conspicua que das outras espécies. Em contrapartida a espicula do S.haematobium
(C) é terminal e bem pronunciada. Os ovos contém o miracidio maduro quando séo eliminados nas
fezes (S.mansoni e S.japonicum) ou na urina (S.haematobium). As setas indicam a localizagdo da
espicula dos ovos das trés principais espécies de Schistosoma spp. que infectam o homem. Fonte:
Laboratorio de Higiene do Estado de Wisconsin — EUA. Disponivel em: www.mcdinternational.org.
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Através da deteccdo dos niveis de antigenos marcadores de
Schistosoma spp. em soro e urina, o POC-CCA® é um método recente e com
resultados pertinentes na avaliacdo epidemiolégica tanto em areas endémicas (VAN
LIESHOUT et al., 2000; VAN DAM et al., 2004), como ndo endémicas, com maior
sensibilidade se comparado ao KK (KITTUR et al.,, 2016; SIQUEIRA et al., 2016;
ASSARE et al., 2018).

N&o obstante, a deteccdo de anticorpos através dos imunoensaios €
igualmente util pela relativa sensibilidade, especialmente em areas de baixa
endemicidade, em casos de turistas infectados e na diferenciacdo da fase aguda e
cronica, mesmo com possibilidade de reacdes cruzadas com outras helmintoses e
nao diferenciacdo entre infeccdo recente e passada (CARVALHO et al., 2008;
CAVALCANTI et al., 2013).

Os avancos da biologia celular e molecular viabilizaram a sintese de
peptideos sintéticos e antigenos recombinantes capazes de detectar epitopos
especificos em infeccdo ativa, exibindo também menor possibilidade de reacdes
cruzadas (CARVALHO et al., 2008), assim como a amplificacdo do DNA via reacgéo
em cadeia da polimerase (PCR), que forneceu um diagnostico primoroso pela
extrema sensibilidade, apesar de seu alto custo. O PCR pode ser utilizado em
amostras de soro e fezes, especialmente se o padrdo de oviposicao for abaixo do
limite de deteccdo do KK (PONTES, DIAS-NETO & RABELLO, 2002; PONTES et al.,
2003). Ademais as técnicas histopatologicas como bidpsia retal e hepatica ampliam
a investigacdo da esquistossomose, porém com restricdo a casos de dificil
diagnéstico, devido ao seu carater invasivo (WHO, 2009).
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1.4 RESPOSTA IMUNE FRENTE A ESQUISTOSSOMOSE

A resposta imunoldgica do hospedeiro definitivo (Figura 5) ao S. mansoni
€ dinamica no decorrer da infeccdo. Nos estagios iniciais - 3 a 5 semanas — ha uma
ativacdo predominante Thl direcionada principalmente aos antigenos dos
esquistossébmulos e vermes imaturos, a fim de eliminar o parasita. Células
mononucleadas do sangue periférico (PBMCs) sao induzidas a promover a
citoxicidade celular com secrec¢éo de citocinas inflamatérias como: fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), interferon y (IFN-y), interleucinas (IL) 1 e 6 (PEARCE &
MACDONALD, 2002; WILSON et al., 2007).

Presumivelmente, com a natural progressédo da doenca — por volta de 5-6
semanas — 0s parasitos amadurecem, acasalam e comeg¢am a produzir ovos. O
inicio da oviposicao ativa as células natural killer (NK) e dendritcas, que aumentam a
producdo de IL-10 e reduzem a secrecdo de IL-12, em resposta aos antigenos do
ovo (DUNNE & COOKE, 2005), o que propicia a reducdo do componente pro-
inflamatdrio Thl e surgimento de um proeminente perfil modulatério Th2, através da
secrecdo de citocinas IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 (PEARCE & MACDONALD, 2002;
SCHRAMM, HAAS, 2010) e aumento do numero de eosindfilos, basofilos e
mastdcitos, bem como alta circulagéo niveis de IgE (DUNNE & COOKE, 2005).

Ovos, direcionados ao figado incitam uma reacao inflamatéria focal, com
acumulo de mononuclerares, neutrofilos, eosinéfilos e outros tipos celulares de
forma compacta e organizada (LENZI et al., 1998). A forte resposta celular para
tentar conter e eliminar os ovos predispde a modulagédo para um perfil Th2, com o
intuito de evitar ou atenuar a leséo tecidual, que possa ser provocada pela constante
ativacdo da resposta Thl (PEARCE & MACDONALD, 2002). Aléem disso, o parasito
€ capaz de modular essa resposta Th2 por mecanismos variados, especialmente na
fase cronica de infeccdo (DUNNE & COOKE, 2005).

Esse processo acontece gradualmente ao longo de varias semanas,
como resultado de mediadores humorais de origem parasitaria e hospedeira. As
células inflamatorias sdo gradualmente substituidas por fibroblastos, os granulomas
regridem e tendem a calcificar (COLLEY et al.,2014). Dentre outros mecanismos em
estudo, o desfecho clinico satisfatério € possivel por meio da ativagcéao de linfécitos T
e B regulatorios (Treg e Breg) — capazes de suprimir a resposta imune, macrégafos
alternativamente ativados e equilibrio entre os perfis Thl7 (patolégico) e Treg.
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(MAJLESSI et al.,, 2008; SAKAGUCHI et al., 2006). Por mecanismos nao
completamente elucidados, alguns individuos, séo incapazes de realizar a regulagéo
da resposta Th2, o que promove intensa deposicdo de colageno no tecido em que
se encontra o granuloma, e consequentemente alteracfes funcionais ho mesmo
(REIMAN et al., 2006).
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Figura 5. Resposta celular desenvolvida pelo hospedeiro definitivo apds infeccdo por
Schistosoma mansoni. Apds a infeccdo, primeiramente se desenvolve uma resposta Thl, com
secrecdo de mediadores inflamatérios, como, NO, TNF e IFN-y. O amadurecimento do verme e a
oviposicdo incitam o surgimento de um perfil celular Th2, no qual células dendriticas e natural killer
séo estimuladas a reduzir a secrecao de IL-12 e aumentar IL-10. O perfil regulatério se faz presente,
mediante células T regulatorias e macréfagos 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 REGULACAO IMUNOLOGICA NA PATOGENESE E MORBIDADE

As evidéncias apontam que 0s ovos sdo a forma evolutiva responsavel
pela morbidade na esquistossomose - e ndo a forma adulta do verme — uma vez que
boa parte ndo é excretada e permanece nos intestinos ou figado 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 formacao de granulomas caracterizados por linfécitos
produtores de citocinas do tipo Th2, como IL-4, IL-5 e IL-13, assim também por
eosinofilos e macréfagos alternativamente ativados. Estas e outras quimiocinas

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

7

Na maioria dos individuos a resposta ao granuloma é regulada de
modo que a doenca evolua para a forma intestinal (para S.mansoni e S.japonicum),
com manifestacdes inespecificas como dor abdominal intermitente, diarreia e
sangramento retal de acordo com a intensidade da infec¢gdo (COLLEY et al., 2014).
Contudo, em algumas pessoas 0 sistema imune responde de maneira peculiar aos
antigenos do ovo, permitindo o depdsito de colageno no sistema periportal, que
pode levar a obstrucéo progressiva do fluxo sanguineo, hipertenséo portal e por fim,
varizes e sangramentos. Por essa razdo manifesta-se uma extensa fibrose
hepatoesplénica, quase sempre com evolucao para fibrose periportal (GRAY et al.,
2011). Nesse caso, as caracteristicas clinicas incluem desconforto abdominal
superior com nodulo hepatoespital palpavel e duro, comumente associado a
esplenomegalia. Ascite e hematémese sao graves complicacdes da hipertensao
periportal que podem ser fatais. O tempo decorrido entre a infeccao inicial até a
fibrose avancgada varia entre 5 e 15 anos. Todavia, criancas a partir de 6 anos estéo
sujeitas a fibrose periportal, salientando a necessidade de rastreamento e

tratamento de criancas 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 figado do hospedeiro. Citocinas e quimiocinas essenciais na regulagdo imunol6gica em
resposta ao granuloma. Legenda: ovo, neutrdfilo, eosindfilo, macréfago, fibroblastos, células estreladas
hepaticas, fibras colagenas, células T CD4", células B e hepatécitos. Fonte: Adaptado de: BURKE et al.,
20009.

Especialmente IFN-y secretado por macréfagos alternativamente ativados
e IL-10 fazem parte do dowregulation da resposta Th2, para limitar a inflamacé&o
granulomatosa inicial que atinge o seu tamanho e intensidade apds cerca de 8
semanas de infeccdo por S.mansoni (COLLEY & SECOR, 2014). Entretanto, a
producédo crbnica e nao regulada de citocinas Th2 conduz eventualmente a fibrose
patoldgica, causa funcional da doenca hepatoesplénica (REIMAN et al., 2006).

Simultaneamente ocorre mastocitose, eosinofilia e producdo de
anticorpos IgE (FITZSIMMONS, FALCONE, DUNNE, 2014). A producédo dessa
subclasse contra antigenos de vermes adultos tem sido relacionada com resisténcia
a reinfeccao; estas respostas tendem a aumentar com a idade e apés o tratamento

quimioterapico em regibes endémicas. Além disso, a IgE possui efeitos
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imunomoduladores importantes sobre células reguladoras e citocinas capazes de
limitar a morbidade da infecgdo (DUNNE et al., 1997; SCHRAMM & HAAS, 2010).

Ja 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 €& responsavel
principalmente pela expansdo de eosinéfilos — tipo celular predominante no
granuloma - a nivel medular e sua sobrevivéncia na periferia. Os eosindfilos por sua
vez sdo importante fonte dessas citocinas (REIMAN et al., 2006). Além da IL-5,
citocinas como IL-3, GM-CSF, IL-33 e IFN-y sédo capazes de aumentar a
sobrevivéncia dos eosindfilos nos tecidos (STONE et al., 2010).

REIMAN e cols. (2006) demonstraram que a delecao de IL-13 e IL-4 inibiu
a formacgé&o do granuloma em animais infectados, enquanto que a deficiéncia apenas
de IL-13 blogueou de maneira significativa a fibrose hepética, além de aumentar a
sobrevida nas infecgfes crénicas. Os camundongos knocaut para IL-5/eosindfilos
produziram mais IFN-y, o que sugere capacidade reduzida de desenvolver uma
resposta polarizada Th2; assim como naqueles desprovidos apenas de IL-5, houve
uma remocao de quase 100% dos eosindfilos do granuloma, além de reducao do
tamanho e da fibrose. Tais resultados comprovam o papel dos eosindfilos e da IL-5
na proé-fibrose.

O TNF-a parece prefigurar um papel crucial na geracao e continuidade do
granuloma induzido pelo ovo (WILLE et al.,, 2004), sendo que a modulacdo com
reducdo de area do granuloma foi associada a reducao focal e sistémica desta
citocina (HAWRYLOWICZ & O’ GARRA, 2005). Ademais, essa citocina é liberada
por hepatdcitos lesionados — principalmente aqueles préoximos ao granuloma, o que
estimula a inflamacdo de modo persistente através da secre¢do de outras citocinas.
(RIMKUNAS et al., 2009). Dessa maneira, o TNF-a atua como uma citocina pro
inflamataéria e pro fibrética (RAMADAN et al., 2013) na esquistossomose.

Jankovic e cols. (1998) investigaram o papel das células B na
esquistossomose e notaram uma reducdo acentuada na sobrevida de animais
desprovidos de dessas células durante a fase cronica da infeccdo. Assim como,
observaram aumento da patologia no figado nos camundongos deficientes de
células B, como também nos deficientes no receptor Fc, indicando que os anticorpos
estdo envolvidos no controle do granuloma associado ao ovo. De importancia a
infeccdo por S.mansoni esta associada ao crescimento e recrutamento de células B1

CD5" (células Breg) para a cavidade peritoneal nas primeiras 5 semanas de
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infeccdo. Tais células possuem efeito regulatério através da producdo de IL-10 e
também sdo capazes de produzir IgM independente de células T (MAJLESSI et al.,
2008).

Al-Qaoud et al., (1998) observaram que a susceptibilidade a infeccao foi
associado a reducdo de IL-10 e respostas de anticorpos. Mais recentemente,
Mangan et al., (2004) demonstraram que a transferéncia de células Breg induzidas
apos infeccdo por S.mansoni foram capazes de proteger camundongos de modelo
experimental de anafilaxia, nédo deficientes de IL-10, salientando o papel
imunomodulatério das células B.

Murinos C57BL/6 com esquistossomose mansonica grave, apresentaram
porcentagens expressivas de células Th1l7 no baco, granulomas e sangue periférico.
Neste Ultimo, o ambiente inflamatério da IL-17 observado retrata o quadro
imunopatoldgico observado no tecido. Embora o aumento de células Thl7 e Treg
na periferia seja relatado de forma reciproca, a expansao de células Th1l7 pode
ocorrer sem diminuicdo de Treg, esclarecendo a observacdo de que o numero
aumentado de células Thl7 ndo é necessariamente acompanhado por um nivel
reduzido de Tregs, como encontrado no estudo de MOUSTAPHA et al., 2013.
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1.6 NTPDases ANTIGENICAS

Amplamente distribuidas entre organismos distintos as nucleosideo
trifosfato  difosfohidrolases (NTPDases) sdo enzimas de superficie celular
nucleotideo-especificas, que hidrolisam nucleotideos di e trifosfatados. Com
atividade catalitica dependente de ions divalentes como célcio e magnésio, sdo a
principal via de comunicacdo entre células (ZIMMERMANN et al., 2012). Os
integrantes desta superfamilia compartilham cinco regiées conservadas de apirase -
ACR1 a ACRS5 (Figura 7), que confere identidade ao grupo e supostamente estéo
envolvidas no ciclo catalitico. Bem como, incluem isoformas sollveis ou associadas
a membrana no mesmo organismo (HANDA & GUIDOTTI 1996; DETONI et al.,
2013.; MAIA et al., 2013).

Put.
NTPDase1 NTPDase2 NTPDase3 NTPDase4 NTPDase5 NTPDase6
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Figura 7. Topografia de membrana prevista e propriedades cataliticas da familia NTPDases de
mamiferos. Todos os membros da familia compartilham cinco dominios de sequéncia altamente
conservados (“regides conservadas em apirase” - ACR1 a ACR5), que provavelmente participam do
sitio catalitico. As NTPDases 1 a 4 possuem um dominio transmembrana nas porgdes carboxi e
amino termianl (N-terminal e C-terminal). As NTPDases 5 e 6, possuem apenas dominio
transmembrana na porcao N-terminal, sendo que essa sequéncia é clivada, resultando numa forma
soluvel e segregada da enzima. Fonte: Adaptado de ZIMMERMANN 2000).

As isoformas de NTPDases sdo antigénicas na toxoplasmose
(BERMUDES, 1994; ASAI et al.; 1992; KIKUCHI et al., 2001, 2002; TAN et al., 2010,
2011), leishmaniose cutéanea 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 razdo da atividade
ATPé&sica/ADPasica (VASCONCELOS et al 1993, 1996; FARIA-PINTO et al., 2004).
Acredita-se que a expressao destas enzimas possa debilitar processos inflamatorios
e imunes do hospedeiro em resposta a infeccdo (SUMMERS et al., 2017).

A SmATPase 1 encontra-se principalmente na superficie externa do
tegumento do verme e provavelmente estd relacionada a evasdo do parasito do
sistema de hemostasia do hospedeiro, reduzindo a agregacao plaquetaria induzida
por ADP (DeMARCO et al., 2003), além disso, tem a capacidade de modificar a
concentracdo de nucleotideos do microambiente do verme, sendo considerada um
fator de viruléncia para S.mansoni (WILSON, 2012).

JA& a SmATPase 2 esta situada em algumas células internas do
tegumento do verme. Presumivelmente, € produzida e excretada ao exterior,
podendo ter relacdo direta com a inibicAo da agregacao plaquetaria (LEVANO-
GARCIA et al., 2007).

Em plantas essas enzimas possuem funcdes no crescimento e papéis na
simbiose durante a nodulacdo (SUMMERS et al.,, 2017). A apirase de batata —
NTPDase de Solanum tuberosum - e o0s anticorpos produzidos contra a mesma
demonstraram propriedades imunoestimulantes consideraveis com ativacdo de
resposta imune humoral em camundongos. In6culo da proteina vegetal pura em
camundongos BALB/c promoveu aumento dos niveis de anticorpos IgG1l e IgG2a
anti-pairase especificos, sugerindo que a mesma possui epitopos 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 epitopos conservados entre das
proteinas do parasita e a proteina 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 marcacédo da superficie externa do embrido de ovos do
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parasita utilizando anticorpos policlonais de coelho anti-apirase especificos, que
provavelmente se ligaram a uma isoforma de ATP difosfohidrolase associada a
membrana. Mesma marcacao foi observada na superficie externa do ovo, o que
sugere a presenca de uma isoforma sollvel e secretada (FARIA-PINTO et al., 2004,
2006).

Testes in vitro atestaram um perfil de citocinas Th2 e niveis elevados de
anticorpos especificos anti-ATP difosfohidrolase, apos estimulacdo de linfocitos
esplénicos. Tais fatos sugerem que a proteina do parasita pode estar envolvida na
resposta imune do hospedeiro durante o curso de infeccdo (JACINTO et al., 2001;
FARIA-PINTO et al., 2004).

Dados anteriores do nosso grupo mostraram significativa reducdo das
areas de granulomas hepéticos por parte de camundongos Swiss imunizados com a
apirase de batata e infectados com S.mansoni, caracterizada por reducdo do
infiltrado celular e consequente substituicdo por fibras colagenas (SOARES, 2012).

Assim sendo, dada a homologia existente entre as SmATPases e a
apirase de batata, uma vez que ambas sédo capazes de ativar o sistema imune do
hospedeiro, neste estudo investigamos o potencial efeito imunomodulatério da

proteina vegetal, na infec¢do por S.mansoni associada ao PZQ subcurativo.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a capacidade modulatéria da proteina vegetal de Solanum

tuberosum — apirase de batata — associada ao praziquantel subterapéutico sobre a

resposta imune da esquistossomose experimental.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

>

Purificar a proteina vegetal de Solanum tuberosum a ser empregada no
protocolo experimental,

Avaliar a resposta humoral através dos niveis de IgG, IgG1, lgG2a e IgE por
ELISA, promovida pela sensibilizacdo com apirase de batata e tratamento
subterapéutico com PZQ;

Analisar a resposta celular em murinos, obtida apds sensibilizacdo com
apirase de batata e tratamento com PZQ subcurativo, por meio do numero de
linfocitos CD3'/CD4" e CD3"/CD8" na populagdo de células do baco, bem
como os niveis de IFN-y e IL-17, no sobrenadante;

Verificar a reatividade cruzada entre SWAP e a resposta imune de
camundongos submetidos a sensibilizacdo com apirase de batata e
tratamento subcurativo com PZQ;

Averiguar o potencial imunogénico da apirase de batata no protocolo
experimental de esquistossomose junto ao tratamento subterapéutico com
PZQ por meio dos niveis de anticorpos, citocinas IL-17 e IFN-y, contagem de

vermes e andlise quantitativa de granulomas hepaticos.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 LOCAL DE PESQUISA E ASPECTOS ETICOS

O estudo laboratorial experimental de carater quali-quantitativo foi
realizado no Biotério de Experimentacdo do Centro de Pesquisas René Rachou,
Fiocruz/MG, que forneceu camundongos machos C57BL/6 apOs aprovagdo da
Comissdo de Etica local n° P-3/2018-2, em parceria com os Laboratérios de
Estrutura e Funcdo de Proteinas, do Departamento de Bioquimica 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 aprovacao do protocolo de niumero 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 solu¢cBes foram preparadas
utilizando agua deionizada obtidas por resina de troca ibnica no deionizador
Permution. Anticorpos anti-IgG, anti-lgG1, anti-lgG2a e anti-lgE de camundongos
conjugados a peroxidase foram obtidos da Bethyl Laboratories Inc.(S&o Paulo, SP,
Brazil). Marcador de peso molecular pré-corado e membranas de nitrocelulose foram
obtidos da GE Healthcare (Sdo 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 PURIFICACAO DA PROTEINA VEGETAL DE SOLANUM TUBEROSUM

A purificacdo da apirase de batata S.tuberosum, foi realizada por
adaptacao do método precedentemente descrito (TRAVERSO-CORI; CHAIMOVICH,;
CORI, 1965). Batatas de origem comercial, da variedade Asterix, foram trituradas a
4°C com &cido tioglicélico 10mM a fim de inibir as tirosinases. O extrato bruto foi
filtrado e submetido a centrifugacdo em 11860g por 15 minutos para remocédo do
amido. Na etapa seguinte as proteinas em solucdo foram lentamente precipitadas
com sulfato de aménio até saturacdo de 40%. O precipitado foi descartado a
adicionado sulfato de amdénio até 70% de saturacdo. A solucdo foi novamente
agitada e centrifugada. O precipitado foi ressuspendido em acido tioglicélico 10 mM
em volume correspondente a 10, 2 e 0,5% do extrato bruto a cada ciclo
respectivamente. Cada centrifugacéo foi realizada a 11860g por 10 min. A amostra
obtida foi aplicada em coluna de filtracdo 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
ibnica (carboximetilcelulose - 2,4 X 10 cm), seguida de dialise para eliminacdo do
excesso de sal. Os picos de proteina extraidas das colunas foram determinados por
densidade Optica a 280nm e atividade ATPasica e ADPasica pelo Método de
Taussky e Shorr (1953). O rendimento da purificacao foi averiguado por dosagem de
proteinas (LOWRY et al., 1951), atividade enziméatica, eletroforese em gel de
poliacrilamida a 10% e 0,1% de dodecil sulfato de sédio (LEMMLI, 1970), seguida
pela coloragcéo de azul de Comassie blue.

3.4 PREPARACAO DE ANTIGENOS SOLUVEIS DO VERME ADULTO (SWAP)

Os antigenos soluveis de vermes adultos (SWAP), foram obtidos pela
manutengcdo do ciclo biologico de S.mansoni mantido no Laboratério de
Esquistossomose do CPgRR através da técnica de Colley e cols (1977) com
adaptacdes. Camundongos Swiss infectados com 150 cercarias via subcutanea
foram eutanasiados apos 45 dias e os vermes adultos obtidos por perfuséo
(PELLEGRINO & SIQUEIRA, 1956; SMITHERS & TERRY, 1965). Os vermes foram
homogeneizados em tampéao Tris — HClI 50 mM, pH 7,4, com sacarose 8% e
inibidores de protease leupeptina (0,5ug/mL), pepstatina (0,07pug/mL), inibidor de

tripsina (50 pg/mL) e fluoreto de fenilmetilsufonil (2ug/mL), rompidos através de
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ciclos de 10 minutos em banho ultrassénico e banho de gelo alternadamente e
submetidos a ciclos de ruptura de tecido por homogeneizacdes em Potter por 30
segundos, com 60 segundos de intervalo entre elas, até extracdo de todo material
solavel. Em seguida o material foi centrifugado por 1h a 75 000g para obtencéo do
SWAP - sobrenadante. A concentracdo de proteinas foi determinada utilizando
protocolo de Lowry (LOWRY et al., 1951), utilizando albumina bovina como padréo.
Estas preparacdes foram estocadas a - 20°C para utilizagdo como antigeno no

ELISA e estimulo na cultura de esplendcitos.

3.5 CAMUNDONGOS E PARASITAS

As cercérias de S.mansoni (cepa LE) preservadas rotineiramente no
Centro de Pesquisas René Rachou, Fiocruz/MG em moluscos B.glabrata foram
obtidas por exposicdo dos caramujos a luz artificial por 1 a 2h para induzir a saida
das cercarias. O ndmero de cercérias e sua viabilidade foram determinados por
microscopia Optica. 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 condicdes de acesso a agua e racao foram ad libitum.

3.6 ANALISE DA RESPOSTA IMUNE A APIRASE DE BATATA ASSOCIADA AO
PRAZIQUANTEL EM CAMUNDONGOS Balb/c

A Figura 8 representa o diagrama geral do estudo. A avaliacdo da
resposta imune a apirase de batata junto ao PZQ subcurativo se deu atraves de
duas sensibilizacdes com indculos via subcutanea de 10ug da proteina adsorvida
em 250ug de gel coloidal de hidroxido de aluminio AI(OH); (alimen), com intervalo
de 7 dias e apds 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 alumen), todos com o0 mesmo intervalo de dose descrito (Figura
9 e Tabelal).
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Precipitacbes
~ Coluna de troca de tamanho e iénica
PURIFICACAQO  Dpialise
Liofilizagc&o
Caracterizacéo

SENSIBIL |ZA(;AO Duas doses de proteina vegetal

Intervalo de 7 dias

Balb/c C57BL/6
Tratamento Infec¢cdo com
com PZQ S. mansoni

| |

* Coleta de baco Tratamento
e figado com PZQ

b

Perfusdo de vermes
Coleta de figado e baco

Figura 8: Esquema geral do trabalho. A proteina vegetal foi purificada através de precipitagcdes
com sulfato de amdnio, colunas de separacdo de gel de tamanho e troca ibnica. Em seguida a
apirase de batata passou por didlise para eliminacdo do excesso de sal, e posteriormente por
caracterizacdo via Eletroforese. Em seguida, duas doses de 10ug cada da proteina foram
inoculados em camundongos Balb/c — para avaliacdo da resposta a apirase junto ao PZQ
subcurativo — e em murinos C57BL/6 para verificagcdo da imunizagdo com apirase frente a
esquistossomose mansobnica, associada ao PZQ subterapéutico. *Momentos de avaliacdo da
resposta humoral.

Coletas de sangue foram realizadas na veia submandibular com auxilio
de uma lanceta para avaliacdo da resposta humoral nos dias 14 e 21. Aos 21 dias
de experimento os camundongos foram eutanasiados com tiopental (150mg/Kg) via
intraperitoneal. O figado e o baco foram coletados para analise histoldgica e cultura

de células, respectivamente.
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Dias

0 7 14 21
| | | 1
| | | |

1°in6culo 2°in6culo  Tratamento Eutanésia

com 10ug com 10pg com PZQ e Coleta

de apirase  de apirase V.0. de material
S.C. S.C. biolégico

Figura 9. Protocolo de avaliacdo da resposta imune a apirase. Os camundongos Balb/c foram
divididos em 5 grupos experimentais (n=5). Os grupos apirase e apirase/PZQ receberam duas doses
de 10ug da proteina vegetal com 250ug de adjuvante (hidroxido de aluminio) no intervalo de 7 dias
por via subcutanea (S.C). Os grupos controle e PZQ receberam salina. O grupo adjuvante foi
sensibilizado aepnas com alimen. Seguidos 7 dias os grupos PZQ e apirase/PZQ foram tratados com
dose subterapéutica Unica de praziquantel — 200mg/Kg por via oral (V.0).A resposta humoral foi
avaliada apés as sensibiliza¢gBes e tratamento.

Tabela 1. Distribuicdo dos grupos experimentais de camundongos Balb/c e os respectivos
esquemas de sensibilizacdo e tratamento realizados em cada grupo. A resposta imune a apirase
de batata junto ao PZQ subcurativo foi avaliada em camundongos Balb/c. Duas sensibilizagbes com
indculos via subcutanea de 10ug da proteina adsorvida em 250ug de gel coloidal de hidréxido de
aluminio AI(OH)3 (alumen) 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 alimen), todos com 0 mesmo intervalo de dose anteriormente descrito.

GRUPOS EXPERIMENTAIS - CAMUNDONGOS Balb/c

Grupos n experimental n examinado Intervencéo
Controle 5 5 Salina
PZQ 5 5 Tratamento com PZQ

Sensibiliza¢do com

Apirase S > apirase/adjuvante

Sensibilizacdo com
Apirase/PZQ 5 5 apirase/adjuvante
e tratamento com PZQ

Adjuvante 5 5 Sensibilizacdo com adjuvante
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3.7 AVALIACAO DO POTENCIAL IMUNOLOGICO DA APIRASE DE BATATA
ALIADA AO PRAZIQUANTEL SUBTERAPEUTICO SOBRE A
ESQUISTOSSOMOSE MANSONICA EXPERIMENTAL

No sentido de investigar a eventual sensibilizacdo da apirase de batata
associado ao tratamento subcurativo com praziquantel, camundongos C57BL/6
(n=5) passaram pelo mesmo protocolo de sensibilizagdo descrito para murinos
Balb/c, com as mesmas divisdes de grupo e doses de proteina vegetal e adjuvante
(Figura 10 e Tabela 2). Decorridos 7 dias da ultima sensibilizagdo, os animais foram
submetidos a infeccdo bissexual por exposicdo percutanea da pele abdominal
durante 1h em &gua contendo 50 cercérias 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 metalico de 2,5cm de diametro
foi fixado no abdémen - previamente tricotomizado — onde a solucdo contendo as
cercéarias permaneceu por 1h. Em seguida, a solucao foi recolhida a fim de verificar

a auséncia desta forma evolutiva.

Apés 45 dias da infeccdo procedeu-se o tratamento com 200mg/Kg (dose
subterapéutica) de praziquantel dose Unica V.O., sendo o PZQ solubilizado em agua
fitrada e administrado um volume méaximo de 200uL conforme peso dos
camundongos. A resposta humoral foi avaliada nos dias 7 e 66, por meio do sangue

coletado na veia submandibular com auxilio de uma lanceta.

Depois de 7 dias do tratamento os camundongos foram eutanasiados com
tiopental (150mg/Kg) via intraperitoneal. O figado e o bago foram coletados para

analise histologica e cultura de células, respectivamente.
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Dias
0 7 14 59 66
| | | | |
1°in6culo 20 indculo Desafio Tratamento  Eytanasia
de apirase de apirase 50 cercarias com PZQ e Coleta
S.C. S.C. S.mansoni V.0. de material
\ } biolégico
45 dias

Figura 10. Protocolo de avaliagdo do potencial imunoldgico 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 10ug da proteina vegetal com 250ug de adjuvante (hidréxido de aluminio) no intervalo de 7 dias
por via subcutanea (S.C). Os grupos controle e PZQ receberam salina. Seguidos 7 dias os animais
foram sujeitados a infec¢@o experimental percutdnea com 50 cercarias de S.mansoni. Apés 45 dias
0s camundongos receberam tratamento subterapéutico de PZQ em dose Unica de 200mg/Kg por via
oral (V.0). Seguidos 7 dias os animais foram eutanasiados para coleta de material biolégico.

Tabela 2. Disposicdo dos camundongos C57BL/6 em cinco grupos experimentais e seus
respectivos esquemas de sensibilizacdo realizados. Murinos C57BL/6 foram divididos em grupos
(n=5): controle (salina e infec¢éo), adjuvante (sensibilizacdo com alimen e infec¢éo), praziquantel
(infeccéo e tratamento), apirase/PZQ (sensibilizagcdo com apirase de batata, infec¢do e tratamento),
apirase (sensibilizacdo com apirase de batata e infec¢do). Para sensibilizacdo dos grupos apirase e
apirase/PZQ, 10ug de apirase de batata adsorvida em 250ug de alimen foram realizadas em duas
doses subcuténeas. Apés 7 dias todos os grupos foram infectados com 50 cercérias de S.mansoni e
decorridos 45 dias os grupos apirase/PZQ e PZQ foram tratados com dose subterapéutica de
praziquantel (200mg/Kg via oral).

CAMUNDONGOS C57BL/6

Grupos n experimental n examinado Intervencgao
Controle 5 3 Salina
Adjuvante 5 3 Sensibilizagdo com

adjuvante

Tratamento com

PZQ 5 2 P70

Sensibilizagdo com
Apirase/PZQ 5 3 apirase/adjuvante e
tratamento com PZQ

Sensibilizagdo com

Apirase S s apirase/adjuvante
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3.8 AVALIACAO DA PROTECAO CONTRA INFECCAO POR S.mansoni APOS
SENSIBILIZACAO COM APIRASE DE BATATA E TRATAMENTO SUBCURATIVO
COM PRAZIQUANTEL

Camundongos C57BL/6, submetidos ao protocolo de sensibilizacdo e
esquistossomose experimental receberam apdés 7 dias a quimioterapia com
praziquantel, em seguida foram eutanasiados com tiopental (150mg/Kg) via
intraperitoneal e os vermes adultos perfundidos com solugdo salina adicionada de
500 UI/L de heparina a partir do sistema portal e mesentérico, como descrito por
Pellegrino e Siqueira (1956), para avaliacdo do nivel de protecdo. Os vermes
recuperados foram contados manualmente. Fragmentos do lobo direito do figado
foram coletados para andlise da presenca de granuloma neste 6rgdo. O baco foi
coletado para isolamento e cultura dos esplendcitos para andlise da resposta celular.

3.9 QUANTIFICACAO DE ANTICORPOS ANTI-APIRASE DE BATATA E ANTI-
SWAP ESPECIFICOS POR ELISA

A dosagem dos niveis de IgG, IgG1, IgG2a e IgE anti-apirase e anti-
SWAP especificos 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 concentracdo de 1ug/mL foram empregados como
antigenos em experimentos diferentes. Os antigenos foram solubilizados em tamp&o
bicarbonato de soédio (NaHCO;3; 0,1M, pH 9,6) e adsorvidos em placas de
microdiluicdo (COSTAR®) incubados a 4°C overnight. No dia seguinte, as placas
foram bloqueadas por 1h com solucdo de Molico® 0,3%. Em seguida soros dos
camundongos Balb/c e C57BL/6 diluidos 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 caotropico também por 1h. Sucessivamente os anticorpos
secundarios de camundongos foram adicionados com tempo de reacdo de 1h. Os
anticorpos 1gG, IgG1 e IgE foram empregados na diluicdo de 1:20 000 e 1gG2a a
1:1000. A cada etapa foram realizadas 3 lavagens com PBS (Tampao Fosfato-Salino
pH 7,2) acrescido de Tween 20 a 0,05% (PBST) e uma lavagem apenas com PBS.
Ao final as reacdes foram reveladas com o-fenilenodiamina (OPD) e agua

oxigenada, previamente diluida em tampé&o citrato. Acido sulfurico 4N foi utilizado
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como agente de parada da reacdo. 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 esplendcitos foi utilizada para identificar linfécitos
CD4" e CD8". Os anticorpos monoclonais mAbs (FITC/PE/PerCy5) foram obtidos da
BD Biosciences (EUA): anti-CD3, anti-CD4 e anti-CD8. ApO6s a remocdo e
maceracdo do bago, as células foram contadas na Camara de Neubauer e
plaqueadas a 1x10° por poco. Seguidas 48h e 72h, o sobrenadante das células foi
coletado apds centrifugacao e as células ressuspendidas em tampéao PBS acrescido
de 1% de SF bovino. A suspensdo de células foi transferida para uma placa de
fundo “U” e centrifugada a 1200rpm/10min/4°C. O sobrenadante foi parcialmente
retirado e as marcacdes realizadas conforme orientacdes do fabricante. Ao término
das marcac0Oes, as células foram ressuspendidas em 150uL PBS + 1% SF bovino,
transferidas para tubos de ensaio. As amostras foram analisadas em citbmetro de
fluxo FACScanto Il (Becton & Dickinson), onde 30 000 eventos foram adquiridos. Os

resultados foram analisados no Software Flowjo.

3.11 CULTURA DE ESPLENOCITOS E ANALISE DE CITOCINAS

Apés eutanasia dos camundongos Balb/c e C57BL/6, o bago foi retirado e
acondicionado em aproximadamente 3mL de tampéo fosfato-salino pH 7,2 (PBS).
Em seguida foi transferido para uma placa de Petri estéril e macerado com auxilio de
uma peneira de aco e duas pingas cirdrgicas. O macerado teve o0 volume
completado para 30 mL de PBS e encaminhado para centrifugacdo a 1200rpm por
10 minutos a 4°C. A seguir, 0o sobrenadante foi descartado e adicionado 2mL de
tampdao de lise cloreto de amoénio potassico (ACK - para lisar as hemacias) por 5
minutos. O volume foi completado para 30mL com meio de cultura celular Roswell
Park Memorial Institute (RPMI), a fim de parar a reacdo de lise. A solucdo foi
novamente centrifugada. O sobrenadante foi descartado e as células

ressuspendidas em 2mL de meio RPMI completo (10% SFB, 1% antibiotico) e
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passadas pelo cell strainer. Ap6s contagem na camara de Neubauer e diluicdo, as
células foram plaqueadas com 1x10° (Balb/c) e 1x10° (C57BL/6) células/poco em
placa de 96 pocos (Prolab®), juntamente com o0s respectivos estimulos:
lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia coli 1ug/mL (Sigma-Aldrich), concanavalina
5ug/mL (Sigma-Aldrich), antigenos solluveis do verme adulto (SWAP) 5ug/mL ou
apirase de batata 5pg/mL, sendo o meio RPMI completo (10% SFB, 1% antibittico)
o controle. Os esplendcitos foram incubados a 37°C em 5% de CO,. Aliquotas de
sobrenadante foram recolhidas apds 48 e 72h de cultura para analise de citocinas.
Os niveis de IFN-y e IL-17 foram mensurados nos sobrenadante por ELISA
utilizando kit da eBioscience e BioLegend de acordo com as especificacbes do

fabricante, respectivamente.

3.12 ANALISE MORFOMETRICA DOS GRANULOMAS HEPATICOS

Fragmentos do figado foram fixados em solucdo de formol a 10%
tamponado de PBS, pH 7,4 para estudo histolégico. Apds sucessivas lavagens com
etanol a 70% para completa remocédo do fixador, as amostras foram desidratadas
em concentragdes crescentes de etanol a partir de 70% até alcool absoluto. Apos
essa etapa, as amostras foram diafanizadas em xilol e impregnadas em parafina
histoldgica fundida a 60 °C. Posteriormente, foram incluidas em parafina, cortadas
em micrétomo obtendo-se cortes de 5um de espessura. Os cortes destinados ao

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

Foram medidos os diametros dos granulomas viaveis encontrados em dez
campos aleatorios para cada animal (n=5) em cada grupo. Granulomas contendo um
anico ovo central, encontrados nas laminas de cada animal infectado foram
examinados. As analises foram realizadas em microscépio Primo Star Zeiss, camera
Axicam ERc5s, em objetiva de 10x/0.25 (Plam-ACHROMAT).
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3.13 ANALISES ESTATISTICAS

hY

Os resultados alcancados foram submetidos a andlise de variancia
ANOVA e Dunnett ou Tukey como poés-teste no software GraphPad Prism verséao 5.0
(GraphPad Inc., San Diego, CA, USA) e também a analise de variancia ANOVA com
pés teste SNK - Student-Newman-Keuls no software Sisvar versédo 5.6 (Build 86) a
fim de se comparar as intervencdes de sensibilizacdo e/ou tratamento ao controle n&o
sensibilizado e nédo tratado, quando submetidos ou ndo a infeccdo por S.mansoni
(C57BL/6 e Balb/c, respectivamente).
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4 RESULTADOS

4.1 IDENTIFICAQAO E ATIVIDADE ATPasica E ADPasica DA APIRASE DE
BATATA

A purificacdo 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 proteina (VASCONCELOS et al., 2009). Durante cada
etapa do processo de purificagcdo as atividades difosfohidroliticas — ATPase e
ADPase — foram verificadas. ApoOs purificagdo a proteina vegetal apresentou
atividades ATPasica e ADPasica de 17880,75 + 1296,50 e 18462,46 + 1234,13
nmolPi/mg/min, respectivamente (Tabela 3). No intuito de se confirmar a eficiéncia
do processo de purificacdo da apirase de batata foi realizada eletroforese em gel
SDS-PAGE 10%. Na Figura 11 é possivel observar a presenca de uma unica banda

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

Tabela 3. Atividade ATPasica e ADP4&sica da apirase de batata ap6s processo de purificagdo.
As atividades avaliadas com tampao succinato de potassio pH 6,5, a 37°C, por 10 minutos e
empregado nos nucleotideos ATP e ADP como substratos para a enzima. Os resultados foram
expressos pela média + desvio padrédo (M+SD) da atividade enzimatica em nmolPIl/mg/min.

Atividade ATPasica Atividade ADPasica Relacdo ATPase/ADPase
nmolPi/mg/min nmolPi/mg/min
(M+SD) (M£SD)

17880,75 + 1296,50 18462,46 £ 1234,13 0,97
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Figura 11. Eletroforese da proteina vegetal purificada. A corrida eletroforética foi realizada em gel
preparativo de poliacrilamida a 10%, com 10ug de proteinas/poco para apirase de batata com os
parametros 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 solucdo de 40% de metanol
acrescida de 10% de acido acético e agua destilada. O resultado evidencia a presenca de uma banda

na altura de 54kDa, correspondente a apirase de batata (B) e o padrdo de peso molecular utilizado
para comparacao (A).
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4.2 RESPOSTA IMUNE INDUZIDA PELA SENSIBILIZACAO COM APIRASE DE
BATATA ASSOCIADA AO PRAZIQUANTEL SUBCURATIVO

4.2.1 Niveis de anticorpos anti-apirase especificos produzidos apos
sensibilizacdo com apirase de batata e tratamento subterapéutico com

praziquantel

A fim de investigar os niveis de anticorpos especificos (Figura 12)
induzidos pela proteina vegetal apos as sensibilizagbes, plasmas dos camundongos
Balb/c de cada grupo foram testados por ELISA. E possivel notar que a
sensibilizacdo com apirase de batata associada ao praziquantel subterapéutico
induziu niveis de IgG significativamente maiores em comparacdo ao controle
(0,5403+0,08526, p=0,006) e ndo houve variacdo na producéo deste anticorpo entre
a sensibilizacdo e sensibilizagdo/tratamento de cada grupo (C.V. 3,18%, Figura 12A
e Al).

Os niveis de IgG1 detectados foram significativos apés as sensibilizacdes
com a proteina vegetal (0,1847+0,01515), como também naqueles associado
(0,6422+0,07297) ou ndo ao PZQ subcurativo (0,3591+0,04610) em relagcdo ao
controle. Além disso, a variacdo da producao de IgG1l entre as sensibilizacdes, 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 relacdo a producdo de IgG2a, esta apresentou-se significativamente
aumentada no grupo que recebeu apenas a proteina vegetal (0,2868+0,04337), ou
associada ao PzZQ (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 especificos em soros de camundongos
Balb/c sensibilizados com apirase de batata e tratados com praziquantel subcurativo. Apos
sensibilizagdo prévia com duas doses de apirase de batata (10pug) em um intervalo de 7 dias e
tratamento com 200mg/Kg de PZQ, anticorpos I1gG (A e Al) e subclasses IgG1 (B e B1) e IgG2a (C e
C1) anti-apirase especificos foram quantificados por ELISA. Controle, grupo que recebeu solugéo
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
Unica. Praziquantel, grupo tratado com 200mg/Kg de praziquantel em dose Unica. Adjuvante, grupo
sensibilizado com 250ug de hidroxido de aluminio. As amostras de plasma foram diluidas 1:100 e
testadas em duplicata. Os resultados estao representados como média + desvio padrdo da densidade
optica (D.0.) p<0,05, "p<0,01, ~"p<0,001 (ANOVA/Dunnett), e como variacdo 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 variacdo de anticorpos IgE (Figura 13A) em camundongos Balb/c
previamente sensibilizados com apirase de batata e tratados com PZQ
subterapéutico nao foi significativa entre as etapas de sensibilizacdo e
sensibilizacao/tratamento. Da mesma forma, n&do foram observados niveis
significativos desta imunoglobulina apds protocolo de sensibilizacdo e tratamento

nestes animais, quando comparados ao grupo controle.
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Figura 13. Reatividade entre apirase de batata e anticorpos IgE presentes em amostras de
plasma de camundongos Balb/c sensibilizados com proteina vegetal e tratados com
praziquantel subcurativo. Controle, grupo que recebeu solucdo 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 Unica. Praziquantel, grupo
tratado com 200mg/Kg de PZQ em dose Unica. Adjuvante, grupo sensibilizado com 250ug de
hidroxido de aluminio. As amostras de plasma foram diluidas 1:100 e testadas em duplicata. Os
resultados estdo representados como média + desvio padrdo da densidade optica (D.O.) -
ANOVA/Dunnett e como variagdo das médias entre as coletas de 14 e 66 dias de experimento
(ANOVA/SNK -Student-Newman-Keuls).
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4.2.3 Influéncia da sensibilizagdo com apirase de batata e tratamento com
praziquantel subterapéutico no niimero de células CD3*/CD4" e CD3"/CD8"

Com o intuito de determinar a acdo da sensibilizacdo prévia com a proteina
vegetal associada ao PZQ subcurativo sobre o nimero de células CD3*/CD4" e
CD3*/CD8", esplendcitos foram extraidos de camundongos Balb/c. As células foram
estimuladas in vitro com Concanavalina (ConA) ou apirase de batata. Apés 72h o
nimero de células CD3*/CD4" (Figura 14) e CD3*/CD8" (Figura 15) foram
determinadas.
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Figura 14. Namero de linfocitos CD3'/CD4" em esplendcitos de murinos Balb/c apds protocolo
de sensibilizacdo com apirase de batata e tratamento com praziquantel subterapéutico.
Esplenécitos de camundongos Balb/c (1x106 por poco) foram cultivados na presenca de 5ug/mL de
Apirase de batata (B) e 5ug/mL de ConA (C), para avaliagdo do nimero de células CD3*/CD4". Ap6s
72h, a expressao dos marcadores foi determinada por citometria de fluxo. Os resultados representam a
média + desvio padrdo 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 proteina vegetal reduziu o
nimero de células CD3'/CD4" quando associada (1,847+0,0991) ou ndo ao
praziquantel subterapéutico (2,416+0,0842) na estimulacdo in vitro com a propria
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 estimulo 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 sensibilizagdo foi acompanhada de tratamento posterior
com PZQ (2,589+0,4241), tal como nos animais testados apenas com alimen
(1,265+0,1464).

Para as células CD3*/CD8" (Figura 15) o estimulo com apirase de batata
reduziu de forma significativa o numero destas células nos animais que receberam
essa proteina das etapas de sensibilizacdo (0,6944+0,0602), enquanto que 0 grupo
que recebeu adjuvante isoladamente esse numero aumentou (3,660+0,248). O
estimulo in vitro com ConA também foi capaz de promover aumento significativo de
CD3*/CD8" neste ultimo grupo de animais (2,576+0,0813), porém propiciou reducio
significativa nos grupos sensibilizados e tratados (0,9212+0,2679) e naqueles apenas
sensibilizados (0,6463+0,1074).
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Figura 15. Namero de linfocitos CD3"/CD8" em esplendcitos de murinos Balb/c apds protocolo
de sensibilizacdo com apirase de batata e tratamento com praziquantel subterapéutico.
Esplenécitos de camundongos Balb/c (1x106 por poco) foram cultivados na presenca de 5ug/mL de
Apirase de batata (B) e 5ug/mL de ConA (Concanavalina A (C) para avaliagdo do nimero de células
CD3'/CD4". Ap6s 72h, a expressdo dos marcadores foi determinada por citometria de fluxo. Os
resultados representam a média + desvio padrao 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 Avaliacdo da producédo de IFN-y e IL-17 induzidos pela sensibilizacdo de

camundongos Balb/c com apirase de batata e praziquantel subterapéutico

A andlise da producéo de citocinas induzida pela apirase de batata e PZQ
subcurativo foi realizada nos grupos experimentais utilizando cultura de esplendcitos
individuais de camundongos (n=3 para cada grupo; 72h de cultura). Os esplendcitos
foram isolados apds sensibilizacdo com apirase de batata e tratamento com
praziquantel em dose subterapéutica. Como controles positivos foram empregados
5ug/mL de ConA e 1pg/mL de LPS. Nas Figuras 16 e 17 estdo apresentadas as
médias da producdo de IFN-y e IL-17 respectivamente, nos sobrenadantes de cultura

de células do baco, cultivadas por 72h, na presenca de apirase de batata.

Na auséncia de estimulos, os animais sensibilizados com apirase de batata
e/ou tratados com PZQ subcurativo apresentaram niveis significativamente menores
de IFN-y (grupo apirase 45%1,010; grupo apirase/PZQ 29,5+2,121; grupo PZQ
428,5+110,5) em comparacdo ao grupo controle. De forma semelhante o estimulo
com LPS também foi capaz de ocasionar reducao significativa de IFN-y 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). J&4 o estimulo com ConA, promoveu reducao
significativa de IFN-y apenas nos grupos sensibilizado com a proteina vegetal
(4312+1,011) e quando a sensibilizacdo foi acompanhada de PZQ subterapéutico
(3575+10,102).

Em resposta ao estimulo com apirase de batata, tanto 0s grupos
sensibilizados e/ou tratados reduziram significativamente a producéo de IFN-y (grupo
apirase 300,9+2,020; apirase/PZQ 58,71+£1,012; PZQ 175,9+1,024), tal como o grupo
gue recebeu adjuvante (153,7+8,081).

N&o foram observadas diferencas estatisticamente significativas na
producédo de IL-17 (Figura 17) entre oS grupos experimentais comparados ao grupo

controle, frente aos estimulos empregados e nas condi¢cdes experimentais testadas.
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Figura 16. Perfil de IFN-y em sobrenadante de esplendcitos isolados de camundongos Balb/c
sensibilizados com apirase de batata e tratados com PZQ subterapéutico. Os esplendcitos foram
isolados a partir de camundongos Balb/c submetidos ao protocolo de sensibilizagdo com duas doses
de 10ug 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
secrecao de IFN-y. Os resultados representam a média + desvio padrdo de cada grupo em relagdo ao
grupo controle. As diferencas estatisticamente significativas entre citocinas produzidas apés a
estimulagdo em comparagéo ao grupo controle.***p<0,0001 (ANOVA/Dunnett).
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Figura 17. Perfil de IL-17 em sobrenadante de esplendcitos isolados de camundongos Balb/c
sensibilizados com apirase de batata e tratados com PZQ subterapéutico. Os esplendcitos foram
isolados a partir de camundongos Balb/c submetidos ao protocolo de sensibilizagdo com duas doses
de 10ug 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
secrecao de IFN-y. Os resultados representam a média + desvio padrdo de cada grupo em relagdo ao
grupo controle.
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4.3 EFEITO DA REATIVIDADE CRUZADA DOS ANTIGENOS SOLUVEIS 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 modulatério sobre o sistema
imunologico de camundongos Swiss (SOARES, 2012) e com base em trabalhos
anteriores do nosso grupo, que demonstraram similaridade entre a proteina vegetal e
as ATP difosfohidrolases de S. mansoni analisamos o efeito da reatividade cruzada
entre apirase de batata e antigenos soliveis do verme adulto (SWAP) em

camundongos Balb/c sensibilizados com a proteina vegetal.

Os niveis de 1gG anti-SWAP especificos 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 relacdo ao grupo
controle (Figura 18). Quando avaliada a subclasse I1gGl, os niveis 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 lgG2a, que demonstrou niveis reduzidos em
animais apenas tratados (0,07891+0,01142) e exclusivamente sensibilizados com a
proteina vegetal (0,1088+0,04596), assim como naqueles que receberam somente
adjuvante (0,07677+0,01789).



64

2° sensibilizacdo + tratamento 2? sensibilizagao + tratamento

1.0 1.0+

0.8+ 4 0.8+ P

FEkE

0.4+

1gG (D.O. 492 nm)
19G1 (D.O. 492 nm)

0.2

0.0 T

C 2? sensibilizagao + tratamento
1.0+
T 0.8 *
c
o~
2 0.6 &
S
2 0.4 *
3 T
3» 0.24

o
o

2
e J

Figura 18. Reatividade de anticorpos anti-SWAP especificos em soros de camundongos Balb/c
sensibilizados com apirase de batata e tratados com praziquantel subcurativo. Apéds
sensibilizagdo prévia com duas doses de apirase de batata (10pg) em um intervalo de 7 dias,
anticorpos IgG (A) e subclasses IgG1 (B) e IgG2a (C) anti-SWAP especificos foram quantificados por
ELISA. Controle, grupo que recebeu solugcdo salina. Apirase, grupo sensibilizado com apirase de
batata/adjuvante. Apirase + PZQ, grupo sensibilizado com apirase de batata/adjuvante e tratado com
200mg/Kg de praziqguantel em dose Unica. Praziquantel, grupo tratado com 200mg/kg de
praziquantel em dose Unica. Adjuvante, grupo sensibilizado com 250ug de hidroxido de aluminio. As
amostras de plasma foram diluidas 1:100 e testadas em duplicata. Os resultados estao representados
como média + desvio padrdo da densidade 6ptica (D.O.). 'p<0,05, ~p<0,01, ~ p<0,001
(ANOVA/Dunnett).
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A diferenca na producdo de IgE anti-SWAP (Figura 19) especifica entre
sensibilizacdo e sensibilizacao/tratamento foi significativa para todos os grupos de
animais, se comparados ao controle. Contudo a producéo de IgE foi significativa no
grupo que recebeu a proteina 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 alimen (0,7965+0,0892).
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Figura 19. Reatividade de anticorpos IgE anti-SWAP especificos em plasmas de camundongos
Balb/c sensibilizados com apirase de batata e tratados com praziquantel subcurativo. Apos
sensibilizagdo prévia com duas doses de apirase de batata (10pg) em um intervalo de 7 dias,
anticorpos IgE anti-SWAP especificos foram quantificados por ELISA. Controle, grupo que recebeu
solucéo 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
Unica. Praziquantel, grupo tratado com 200mg/kg de praziquantel em dose Unica. Adjuvante, grupo
sensibilizado com 250ug alimen. As amostras de plasma foram diluidas 1:100 e testadas em
duplicata. Os resultados estao representados como média + desvio padrao da densidade 6ptica
(D.0.). "p<0,01, "'p<0,001 (ANOVA/Dunnett).
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O numero de células CD3"/CD4" (Figura 20) foi menor nos animais
sensibilizados com apirase de batata, simultaneamente (2,398+0,1001) ou né&o
(1,818+0,1632) ao PZQ subterapéutico, assim como para 0 grupo adjuvante
(1,530+0,7481). Ja na avaliacdo de células CD3*/CD8" verifica-se um aumento
significativo no niumero 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 parametro foi significativamente menor (0,6389+0,05377).
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Figura 20. Efeito da reatividade cruzada em camundongos Balb/c sensibilizados com apirase de
batata e tratados com praziquantel subterapéutico no nimero de células CD3"/CD4" e CD3"/CD8"
em esplendcitos estlmulados com antigenos sollveis do verme adulto (SWAP). Esplendcitos de
camundongos Balb/c (1x10 por pocgo) foram cultivados na presenca de 5ug/mL de antlgenos soluveis
do verme adulto para avaliacdo do nimero de células CD3*/CD4" (A) e CD3'/CD4"(B). Ap6s 72h, a
expressdo dos marcadores foi determinada por citometria de fluxo. Controle, grupo que recebeu
solucao 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
Unica. Praziquantel, grupo tratado com 200mg/kg de praziquantel em dose Unica. Adjuvante, grupo
sensibilizado com 250ug de alimen. Os resultados representam a meédia + desvio padréo de cada
grupo, comprados ao grupo controle. p<0 05, p<0 01, p<0,001 (ANOVA/Dunnett).
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O estimulo com SWAP (Figura 21) fez com que a producédo de IFN-y no
grupo que recebeu apenas PZQ fosse significativamente elevada (395,9+1,010), ao
passo que quando o tratamento foi precedido de sensibilizacdo com a proteina
vegetal essa producdo foi menor se com parada ao grupo controle (5,68+0,770),
assim como ocorreu naquele grupo apenas sensibilizado (20,14+11,140).

A producdo de IL-17 foi significativamente maior nos animais apenas
sensibilizados com proteina vegetal (1399+144,5) e apenas tratados com
praziquantel (1562+101,02) e significativamente menor quando sensibilizacdo e
tratamento foram combinados (18,24+2,91) e quando foi utilizado apenas adjuvante
(25,44+7,84).
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Figura 21: Perfil de IFN-y e IL-17 de esplenécitos isolados de camundongos Balb/c
sensibilizados com apirase de batata e tratados com Praziquantel subterapéutico. Os
esplendcitos foram isolados a partir de camundongos Balb/c submetidos ao protocolo de sensibilizacdo
com duas doses de 10ug de apirase de batata/adjuvante, seguido de tratamento com 200mg/Kg de
praziquantel. As células foram estimuladas in vitro com 5pg/mL de SWAP, para avaliar a secregdo de
IFN-y e IL-17. Controle, grupo que recebeu solucéo 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 Unica. Praziquantel, grupo tratado com 200mg/kg de
praziquantel em dose Unica. Adjuvante, grupo sensibilizado com 250ug de alimen. Os resultados
representam a média + desvio padrdo 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 MODULACAO DO SISTEMA IMUNE
PELA APIRASE DE BATATA ASSOCIADA AO PRAZIQUANTEL SUBCURATIVO
NA ESQUISTOSSOMOSE MURINA

4.4.1 Recuperacdo de vermes apoés infeccdo experimental com Schistosoma

mansoni

Dados anteriores do nosso grupo demonstraram a ativacdo da resposta
imune humoral em camundongos e coelhos apds imunizacdo com apirase de batata,
sendo que o0s anticorpos gerados contra a proteina 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 protecdo da infecgos C57BL/6
com essa proteina. Como apresentado na Tabela 4 e Figura 22, a sensibilizacao
com apirase de batata ndo afetou a carga parasitaria de forma significativa nos
animais que receberam a proteina (29,33+3,05), mesmo quando associada ao PZQ
subterapéutico (20+5,21), se comparadas grupo praziquantel (11+1,26). Resultado

semelhante foi observado ao grupo que recebeu apenas adjuvante (35+1,38).



69

Tabela 4. Avaliacdo da carga parasitaria 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 (10ug), seguidos 7 dias foram
desafiados com 50 cercarias de S.mansoni (via percutanea). Apés 45 do desafio, os camundongos
foram tratados com dose Unica de 200mg/Kg de Praziquantel (via oral). E ap6s 7 dias os animais foram
eutanasiados com 150mg/Kg de tiopental (via intraperitoneal) e os vermes adultos de S.mansoni
recuperados por perfusdo pelo sistema mesentérico portal com solucao salina + 500Ul/L de heparina.
Os resultados representam a média + desvio padrdo do quantitativo de vermes recuperados.*p<0,05
(ANOVA/Tukey).

Grupos Média de vermes Machos (%) Fémeas (%)
Controle 21+1,40 52,38 47,64
Adjuvante 35+1,38 50 50
Praziquantel (PZQ) 11+1,26 53 47
Apirase + PZQ 2015,21 48 52
Apirase 29,33+3,05 60,20 39,80

Recuperagao de vermes adultos

n°de vermes

Figura 22. Recuperacdo de vermes do figado e mesentério de camundongos C57BL/6 apds
protocolo experimental de imunizacdo com apirase de batata, infeccdo com S.mansoni e
tratamento subcurativo com praziquantel. Apos serem eutanasiados com 150mg/Kg de tiopental,
camundongos C57BL/6 previamente submetidos a sensibilizacdo e tratamento em protocolo
experimental de Esquistossomose mansoni, tiveram os vermes adultos perfundidos via sistema portal
mesentérico com solucao salina heparinizada (500 UI/L de). Os vermes obtidos foram contados
manualmente assim como aqueles provenientes de um lobo do figado. Controle, grupo que recebeu
solucao 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
Unica. Praziquantel, grupo tratado com 200mg/kg de praziquantel em dose Unica. Adjuvante, grupo
sensibilizado com 250ug de alimen * 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 Niveis de anticorpos anti-apirase especificos produzidos apéds
sensibilizagdo com a proteina vegetal, infeccdo com S. mansoni e tratamento

subterapéutico com praziquantel

A producdo de anticorpos (Figura 23) IgG anti-apirase especificos foi
significativamente maior no grupo sensibilizado e tratado (0,1673+0,03104). Apenas
0 grupo que recebeu adjuvante apresentou diferenca na variacdo da producédo desta
imunoglobulina entre a sensibilizacédo e infeccao/tratamento (C.V. 1,27%).

Os niveis de anticorpos IgG1 e lgG2a anti-apirase especificos 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
variagdo na producdo entre as sensibilizacdes 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 especificos em soros de camundongos
C57BL/6 sensibilizados com apirase de batata, infectados com S.mansoni e tratados com
praziquantel subcurativo. Apls sensibilizagdo prévia com duas doses de apirase de
batata/adjuvante (10ug), infeccao experimental com S.mansoni e tratamento com 200mg/Kg de PZQ,
anticorpos IgG (A e Al) e subclasses IgG1 (B e B1) e IgG2a (C e C1) anti-apirase especificos foram
quantificados por ELISA. Controle, grupo que recebeu solucdo 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 Unica. Praziquantel, grupo
tratado com 200mg/kg de praziquantel em dose Unica. Adjuvante, grupo sensibilizado com 250ug de
alimen. As amostras de plasma foram diluidas 1:100 e testadas em duplicata. Os resultados estdo
representados como média + desvio padréo da densidade 6ptica (D.O.) p<0,05, "p<0,01, ~ p<0,001
(ANOVA/Dunnett), e como variacdo 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 variacdo de anticorpos IgE (Figura 24) em camundongos C57BL/6
previamente sensibilizados com apirase de batata, foi significativa entre as etapas
de sensibilizacdo e sensibilizacao/infeccao/tratamento, como também nos animais
do grupo adjuvante (C.V. 1,19%). Da mesma forma, niveis significativos desta
imunoglobulina foram encontrados apenas quando a sensibilizacéo foi combinada ao

tratamento (0,1779+0,0039), se comparados ao grupo controle.
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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 infeccdo por S.mansoni. Apds sensibilizacdo prévia
com duas doses de apirase de batata/adjuvante (10ug) em um intervalo de 7 dias, seguida de
infeccdo com 50 cercarias de S.mansoni e tratamento com 200mg/Kg de PZQ, anticorpos IgE (A e
Al) foram quantificados por ELISA apés as sensibilizacdes e no fim do protocolo experimental.
Controle, grupo que recebeu solucdo 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 Unica. Praziquantel, grupo tratado com 200mg/kg de
praziquantel em dose Unica. Adjuvante, grupo sensibilizado com 250ug de alimen. As amostras de
plasma foram diluidas 1:100 e testadas em duplicata. Os resultados estao representados como média
+ desvio padrédo da densidade 6ptica (D.O.).*p<0,05. ANOVA/Dunnett.
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4.4.4 Avaliacdo da producdo de citocinas IFN-y 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 esplendcitos de animais sensibilizados com apirase de
batata e tratados com PZQ em protocolo experimental de esquistossomose mansoni
foram avaliados quanto a producdo de IL-17 (Figura 25). Naqueles em que a
sensibilizacdo e tratamento foram realizados houve aumento significativo de IL-17
apos serem estimuladas com LPS (28,21+5,556). Quando estimulados com ConA os
esplendcitos de murinos que receberam apenas tratamento com PZQ apds serem
infectados com S.mansoni, apresentaram reducdo significativa desta citocina
(15,104£6,061). Em auséncia de estimulos o grupo sensibilizado com a proteina
vegetal obteve reducéo significativa da producdo de IL-17 (24,06+2,716), assim
como naguele em que o tratamento subcurativo com PZQ foi efetuado
(3,929+1,515).
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Figura 25: Perfil de IL-17 de esplendcitos isolados de camundongos C57BL/6 sensibilizados
com apirase de batata e tratados com PZQ subterapéutico em protocolo de esquistossomose
mansoni. Os esplendcitos foram isolados a partir de camundongos C57BL/6 submetidos ao protocolo
de sensibilizagdo com duas doses de 10ug de apirase de batata/adjuvante, seguido da infeccdo por
S.mansoni. e tratamento com 200mg/Kg de PZQ. Ao fim do protocolo os animais foram eutanasiados e
0 baco coletado para isolamento de esplenécitos que permaneceram em cultura por 48h sendo
estimuladas in vitro com LPS (B), Apirase de batata (C), ConA (D) para avaliar a secrecdo de IFN-y.
Os resultados estdo representados como média + desvio padrdo. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001
(ANOVA/Dunnett).
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A producao de IFN-y (Figura 26) foi significativamente maior nas células
do baco de camundongos C57BL/6 na auséncia de estimulo in vitro nos grupos que
receberam a proteina vegetal isoladamente (81,57+3,03) (Figura 26) ou juntamente
com o PZQ subterapéutico (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).
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Figura 26: Perfil de IFN-y de esplendcitos isolados de camundongos C57BL/6 sensibilizados
com apirase de batata e tratados com PZQ subterapéutico em protocolo de esquistossomose
mansoni. Os esplendcitos foram isolados a partir de camundongos C57BL/6 submetidos ao protocolo
de sensibilizacdo com duas doses de 10ug de apirase de batata e adjuvante, seguido da infeccéo
percutdnea com 50 cercarias 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
secrecao de IFN-y. As células permaceram em contato com os estimulos por 72h. Os resultados estéo
representados como média + desvio padrdo. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 (ANOVA/Dunnett).
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445 Efeito da sensibilizacdo com apirase de batata e tratamento
subterapéutico com PZQ sobre granulomas hepéaticos de murinos C57BL/6

decorrentes da Esquistossomose mansoni

A analise morfométrica do granuloma hepético (Figura 27) demonstrou a
reducdo significativa do diametro dos granulomas para os animais sensibilizados
(116553+13675 - 46% de reducao), sensibilizados e tratados (108090+9555 - 41%
de reducéo) e apenas tratados (128058+23273 - 49,6% de reducdao).
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Figura 27: Andlise morfométrica de granulomas hepaticos de camundongos C57BL/6
sensibilizados com apirase de batata e tratados com PZQ subterapéutico em protocolo de
esquistossomose mansoni. Apés protocolo experimental de sensibilizacéo, infecgdo e tratamento,
camundongos C57BL/6, foram eutanasiados com tiopental (150mg/Kg) via intraperitoneal. O lobo
direito do figado foi retirado e fixado em formaldeido 10% até andlise. Foram realizadas lavagens
para remogédo do fixador, as amostras foram desidratadas em concentra¢des crescentes de etanol a
partir de 70% até alcool absoluto. Em seguida foram diafanizadas em xilol e foram incluidas em
parafina, cortadas em micrétomo obtendo-se cortes de 5um de espessura. Foram medidos o0s
diametros dos granulomas viaveis encontrados em dez campos aleatorios para cada animal (n=5) em
cada grupo. Granulomas contendo um unico ovo central, encontrados nas laminas de cada animal
infectado foram examinados. As analises foram realizadas em microscopio Primo Star Zeiss, camera
Axicam ERc5s, em objetiva de 10x/0.25 (Plam-ACHROMAT). Os resultados estdo representados
como média + desvio padrdo, p=0,0027, (Kruskal-Walls/Dunn).
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5 DISCUSSAO

A Esquistossomose mansoni causa uma série de morbidades graves nos
hospedeiros humanos, especialmente influenciadas pela formagdo do granuloma
nos orgaos alvo. O figado é geralmente o mais atingido, uma vez que muitos ovos
sao transportados pelo intenso fluxo sanguineo para este 6rgéo, cujos sinusoéides
sao pequenos demais para 0s ovos atravessarem, por isso morrem dentro do tecido,
onde suscitam uma intensa resposta inflamatoria capaz de levar a graves
consequéncias, como: hipertensao portal, hepatoesplenomegalia, e ascite (PEARCE
& MACDONALD, 2002).

A expresséo, durante todo o ciclo de vida do Schistosoma mansoni das
NTPDases, revela a possibilidade dessas enzimas exercerem importante funcéo no
metabolismo de nucleotideos do parasito (DA'DARA et al., 2014). Trabalhos
anteriores mostraram que a movimentacao dos vermes adultos e/ou ovos através do
endotélio vascular pode suscitar a liberacdo de padrdes moleculares associados ao
dano (DAMPs) como o ATP, que sdo capazes de estimular a resposta imune
inflamatéria a promover a morte do parasito. Enzimas presentes na superficie 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 ae b).

No que diz respeito a estrutura e imunogenicidade, nosso grupo
comprovou a producdo de anticorpos contra apirase de batata (NTPDase de
Solanum tuberosum), proteina vegetal com alta homologia com as SmTPDases
(FARIA-PINTO et al., 2008), demonstrando uma reag¢ao 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 proteina vegetal
pode modular o sistema imunolégico de murinos em modelo experimental de
esquistossomose (GUSMAO, 2017).

Neste trabalho, foi avaliada a resposta imune promovida apdés
sensibilizacdo com apirase de batata associada ou ndo ao PZQ subterapéutico em
camundongos Balb/c, além disso, a potencial imunomodulagdo desta proteina foi
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verificada em protocolo de esquistossomose experimental juntamente ou ndo a dose
subcurativa com PZQ, em murinos C57BL/6. A escolha das linhagens em protocolos
experimentais distintos se deve ao fato das diferencas existentes no background
genético (WATANABE et al., 2004). Células T de camundongos C57BL/6
preferencialmente produzem citocinas Thl, como, interferon (IFN) e baixas
concentracbes de interleucina 4 (IL-4), enquanto aqueles os Balb/c favorecem a
producao de citocinas Th2 com altos niveis de IL-4 e reduzidos de IFN (MILLS et al.,
2000), com risco de nao sobreviver até o fim do protocolo experimental. O
background genético € importante no equilibrio Th1/Th2 em murinos (HSIEH et al.,
1995; STEWART et al., 2002). De fato, Alves e cols. (2016) encontratam diferencas
entre as linhagens durante a infeccdo experimental por S.mansoni (estirpe LE),
neste estudo animais Balb/c apresentaram granulomas com areas 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 obtencédo da apirase de batata através da purificacdo aqui proposta,
demonstrou-se bem sucedida, uma vez que os niveis de atividade ATPasica e
ADPasica foram correspondentes aqueles ja descritos na literatura por ANICH e
cols. (1990) — atividade ATPésica e ADPasica de 213 e 133 pumolPi/min/560g na
devida ordem. Assim como, RIEWE et al., 2008 obtiveram 1239 * 363
pmolPi/min/mg.

Neste estudo a sensibilizagdo de camundongos Balb/c com apirase de
batata induziu a producao de niveis significativos de IgG, quando associada ao PZQ
subterapéutico. Os niveis de IgG1 e IlgG2a também foram significativamente maiores
neste grupo de animais, em relacdo ao controle ndo sensibilizado/tratado, além
disso apenas a sensibilizacdo com a proteina vegetal produziu niveis significativos
dessas subclasses de IgG. Esses dados demonstram que a apirase de batata induz
de forma significativa a producdo de anticorpos, ainda mais quando combinada ao
PZQ. Resultado este, semelhante ao obtido por ROFFATO e cols. (2013), quando
utilizou proteinas do tegumento do verme (SmAP, SmPP-5, SmMNTPDase). Isso pode
indicar que a proteina esteja mais acessivel ao sistema imune quando empregado
praziquantel subcurativo, por um mecanismo ainda incompreendido (ROFATTO et
al., 2013), corroborando com a hipétese de sinergismo entre PZQ e sistema imune
anteriormente descrita (BRINDLEY et al., 1989; FALLON et al., 1994).
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Nas condigbes em que foram realizados os ensaios deste trabalho, os
murinos sensibilizados com alimen ndo foram capazes de induzir a producédo de
IgE, bem como reduziram as células CD3*/CD4" e a producdo de IFN-y apds
estimulo in vitro, mas apresentaram aumento significativo de células CD3*/CD8" e
anticorpos 1gG2a. Especulamos, que tenha ocorrido uma resposta a células B
produtoras de IgG2a em decorréncia da sensibilizacao realizada com alumen.

Os adjuvantes de aluminio foram identificados ha mais de 70 anos por
GLENNY et al. (1926). Possuem uma boa liberacdo do antigeno e apresentam um
efeito-depdsito moderado (COX & COULTER, 1997), além de toxicidade minima
(MARRACK et al., 2009). O alumen é reconhecido por células dendriticas através de
lipidios contidos na membrana plasmatica e desencadeia uma sinalizacdo capaz de
inibir a secrecdo de IL-12, por essas células, o que pode explicar a limitada
capacidade deste adjuvante em induzir uma resposta Thl (MORI et al., 2012), sendo
bem conhecido por induzir uma producdo significativa de IL-4 e contribuir para
imunidade humoral (AUDIBERT & LISE, 1993; ULANOVA et al.,, 2001). Outras
atividades bioldgicas destes sais podem ser destacadas: formacdo de depoésito de
antigenos nos tecidos para produzir uma exposicdo prolongada; produgdo de
antigenos particulados para facilitar a apresentacéo para células apresentadoras de
antigeno e ativacdo do sistema complemento, além da estimulacdo dos macrofagos
para induzir retencdo e ativacdo de linfocitos (LINDBLAD, 2004). Este adjuvante
possui algumas limitagdes, como reacgdes locais, producdo de niveis acentuados de
anticorpos do tipo IgE e a incapacidade de estimular a imunidade mediada por
células (BAYLOR et al., 2002).

Neste trabalho ndo foram encontrados niveis significativos de IgE em
murinos Balb/c nos grupos testados em relagdo ao grupo controle. Este achado
remete a ideia de que a sensibilizacdo com apirase de batata possa néo interferir na
protecdo contra a infecgdo por S.mansoni, uma vez que existe correlagdo positiva
entre a resposta especifica de IgE na esquistossomose e a resisténcia a reinfeccao
(STONE et al. 2010). Diferente do que foi encontrado por Gusmao (2017), onde a
sensibilizacdo de camundongos de diversas linhagens com apirase de batata,
usando adjuvante de Freund foi capaz de induzir niveis de IgE especificos anti-
apirase.

A reducdo significativa de células CD3'/CD4" e CD3'/CD8" em
camundongos Balb/c sensibilizados com apirase de batata, pode auxiliar na reducao
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da inducgdo patoldgica, especialmente mediada por células T CD4". Interessante
notar, que essa reducéo foi ainda mais expressiva quando os animais foram apenas
sensibilizados com a proteina vegetal para estes estimulos. A infeccdo por
S.mansoni suscita a producéo de diversas citocinas de forma complexa, sendo que
os linfécitos T CD4" e T CD8", possuem papéis importantes na ativacido e
manutenc¢ao da resposta (PEARCE & MACDONALD, 2002).

A reducdo significativa de IFN-y nas células do baco por parte dos
animais que receberam sensibilizacdo e/ou sensibilizacdo e tratamento remete a
especulacdo de que a apirase de batata, especialmente quando empregada com
tratamento subterapéutico de PZQ, possa diminuir o tempo de resposta
predominante Thl - propria do inicio da esquistossomose mansoni - ja que o IFN-y é
uma citocina caracteristica desse tipo de resposta. Diferente dos resultados
encontrados por MELO e cols. (2010), em que houve producao significativa dessa
citocina no sobrenadante de esplendcitos de camundongos imunizados com Smteg
(proteinas do tegumento de S.mansoni).

Os niveis de IL-17 em murinos Balb/c ndo apresentaram diferencas
estatisticas entre os grupos testados, comparados ao controle. Os achados de IL-17
neste estudo apresentaram-se bem varidveis entre animais de alguns grupos
experimentados, impedindo que uma conclusdo mais objetiva fosse obtida. Ainda
assim, o fato da IL-17 ndo se apresentar elevada nos grupos que receberam apirase
de batata, é indicativo que esta proteina possa contribuir na evolugdo benigna do
quadro de reacdo granulomatosa grave na esquistossomose, com a reducdo
precoce do infiltrado inflamatorio e resolucéo deste.

A célula Th17 é uma classe recentemente identificada de células T CD4"
efetoras e produz IL-17. Essas ceélulas exercem um papel critico na inducdo e
propagacdo da autoimunidade. A IL-17 induz a produgdo de citocinas pro-
inflamatérias como TNF-a, IL-1 e IL-6, além de quimiocinas que promovem
recrutamento e ativagdo de neutrofilos e macrofagos (BERINGER et al., 2016). Em
esquistossomose, a IL-17 ainda foi pouco explorada. Em modelos experimentais, 0s
resultados indicam que altos niveis desta citocina s&do correlacionados com
agravamento da inflamag&o granulomatosa, e que apds a IL-17 ser neutralizada,
ocorre melhora da inflamacdo (SMITH et al., 2009; PONICHTERA & STADECKER,
2015).
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A producdo significativa de anticorpos IgGl anti-SWAP em soros de
Balb/c sensibilizados com a proteina vegetal e encontrada no experimento em
questao, 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 produgcdo de IgGl a antigenos
soluveis do ovo (SEA).

A reatividade cruzada para IgE anti-SWAP significativamente aumentada
nos murinos Balb/c ap6s sensibilizagdo com apirase de batata sugere que as
SmATPases e apirase de batata compartilham epitopos para anticorpo IgE, que
também ja foi demonstrado em trabalhos anteriores do grupo.

Os numeros de células CD3'/CD4" e CD3*/CD8" produzido apos os
esplendcitos serem estimulados com SWAP, foi muito semelhante aquele quando a
apirase de batata era o estimulo in vitro, ou seja, a reducdo expressiva destas
células apds serem sensibilizadas com SWAP. Esta semelhanca evidencia que 0s
epitopos compartilhados entre proteinas presentes no SWAP - possivelmente
NTPDases — e a apirase de batata, possuem envolvimento na resposta imune, com
efeitos semelhantes.

Do mesmo modo, a producdo de IFN-y também foi semelhante nos
grupos de animais experimentados para ambos estimulos, exceto quando o0s
animais foram apenas tratados com PZQ subterapéutico. Neste caso, a producédo de
IFN-y foi significativamente elevada apds os esplendcitos serem estimulados com
SWAP. Fato este pode estar relacionado a forma peculiar de sinergismo existente
entre apirase de batata e PZQ subcurativo, capaz de reduzir esta citocina,
especialmente a uma nova exposicdo antigénica, que também pode explicar e
acentuada e significativa reducédo de IL-17 por parte do grupo sensibilizado e
tratado, quando reestimulado in vitro com SWAP. Sakaguchi et al., (2006)
demonstraram que células Th1l7 atuam como mediadoras da patologia durante a
esquistossomose. Portanto, os achados deste trabalho quanto a IL-17, apontam
para um possivel efeito imunomodulador capaz de reduzir a patologia associada a
doenca.

No que diz respeito a estrutura e imunogenicidade, nosso grupo
comprovou a producdo de anticorpos contra apirase de batata (NTPDase de

Solanum tuberosum), proteina vegetal com alta homologia com as SmTPDases
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(FARIA-PINTO et al., 2008), com reacao 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, ja 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 proteina vegetal como potencial moduladora
do sistema imunologico de murinos em modelo experimental de esquistossomose.

A vacinagdo 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 especifica levando a reducdo do niamero de vermes, dos ovos
nos tecidos e da patologia no figado (ROMEIH et al., 2008). Chaiworaporn e cols.
(2005) verificaram que vermes adultos de S.mansoni foram parcialmente
susceptiveis a dose subterapéutica e consequentemente houve reducédo do nimero
de ovos. E interessante notar, que no presente estudo, o0 PZQ, mesmo empregado
em dose subterapéutica, reduziu de forma expressiva e significativa o numero de
vermes quando comparado ao controle ndo tratado. Este achado corrobora com o
estudo supracitado, que além da redugcdo do numero de vermes também
demonstrou ovos néo viaveis no figado de camundongos tratados com 300mg/Kg de
PZQ uma semana apoés tratamento. O que reforca o uso da dose subcurativa com o

intuito do controle da morbidade.

Nas condicdes testadas no presente estudo, a sensibilizacdo com apirase
de batata ndo foi capaz de proteger camundongos C57BL/6 contra infeccdo por
S.mansoni, se comparada ao grupo PZQ. Apesar disso, a sensibilizacdo com a
proteina vegetal induziu niveis significativos de IgG e das subclasses IgG1 e 1gG2a,
especialmente quando combinada ao PZQ subterapéutico. Esses dados afirmam a
capacidade da apirase de batata induzir a producdo de anticorpos e que esses
niveis se mantém apods infeccdo, possivelmente, pelo estimulo induzido pelos

epitopos compartilhados com SmATPDases do parasito.

Vale ressaltar que a consideravel producao de IgG1 - particularmente nos
animais submetidos a sensibilizacdo e tratamento - é de extrema importancia, visto
gue niveis elevados desta imunoglobulina estdo associados a resposta Th2 em

modelo murino durante a progressdo da doenca, e participacdo da regulacéo
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negativa do granuloma e da morte do parasito (ZOUAIN et al., 2000). Além disso,
Levano-Garcia e cols. (2008) verificaram inducdo predominante de 1gG1l apos
imunizar murinos C57BL/6 com as isoformas de SmATPDases recombinantes do

parasito, em relacédo a imunizacdo com as isoformas isoladas.

Na linhagem C57BL/6 ocorre producdo de IgG2c em vez de IgG2a,
devido a delecdo do gene responsavel pela producédo deste anticorpo (ZHANG et al.,
2012), mas h& uma reatividade cruzada entre essas subclasses. Essas subclasses
de IgG também estdo elencadas com a resposta Th1 e o “switching” para esses
subtipos € dependente de citocinas sinalizadoras, tais como IFN-y. A elevacdo
significativa desta citocina por parte dos esplendcitos de animais sensibilizados e
tratados (encontrada neste estudo) apds estimulo in vitro, juntamente com a
elevacéao significativa da producdo de IgG2a nestes mesmos animais revelam que a
apirase de batata pode exercer um efeito regulador, posto que ha indicios da
atuacdo do IFN-y limitando o dano tecidual associado a inflamagdo e modula a
resposta T helper e diferenciacdo de células Treg (HU et al., 2009; SOUZA-GOMES
et al., 2012).

Embora na literatura a producdo de IgE seja relacionada com a
capacidade de protecao 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 niveis significativamente
aumentados de anticorpos IgE - apGs protocolo experimental de esquistossomose
mansoni — sem reducdo do numero de vermes. Resultados semelhantes ja haviam
sido observados por nosso grupo, nesta linhagem de murinos e também em
camundongos Swiss (dados ndo publicados) sensibilizados com a proteina vegetal.
Ja foi comprovado que o aumento dos niveis de IgE especificos para antigenos do
parasito na esquistossomose murina e humana aumenta apdés tratamento da doenga
devido a morte dos vermes e consequente exposicdo de antigenos ao sistema
imune do hospedeiro (WALTER et al.,, 2006). Isso pode explicar a diferenca
estatistica de producdo desta imunoglobulina encontrada no grupo sensibilizado e

tratado neste estudo.

Melo e cols. (2013), utilizou SmTeg (proteinas do tegumento de
S.mansoni) para imunizar murinos C57BL/6 e observou producao significativa de
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IgG2c e IFN-y por parte dos camundongos imunizados, além de protecdo a doenca
(43,1%). A apirase de batata, sob nossas condigcBes experimentais, além de
aumentar significativamente os niveis de IgG2a e IFN-y, também foi capaz de reduzir
a producdo de IL-17 quando associada ao PZQ, sem a presenca de estimulo in vitro,
apensar de nao fornecer protecdo contra esquistossomose. Também PINTO e cols.
(2010) nao obtiveram protecdo ao imunizar murinos com rSmlg (proteina tegumentar
de S.mansoni), mas a patologia hepatica foi amenizada, com reducdes significativas

do volume do granuloma hepatico e do contetdo de fibrose.

A compreensdao dos mecanismos imunes relacionados a protecdo na
esquistossomose é complexa dada os diversos mecanismos de evasao do sistema
imune — do hospedeiro mamifero - que o parasito possui. Neste contexto, varias
moléculas vém sendo exploradas como potenciais candidatos a vacina. Contudo os
ovos depositados em tecidos do hospedeiro sdo responsaveis pela patologia da
doenca (THETIOT-LAURENT, 2013). Um antigeno capaz de modular a resposta
imune de maneira a promover a reducdo da area do granuloma, pode ser muito
promissor, especialmente se associado a terapia atualmente disponivel, visto que
esta ultima € muito eficiente na reducdo da carga parasitaria. Esta associacao pode
levar a resultados interessantes em termos de reducdo da morbidade na

esquistossomose.

Os resultados obtidos neste trabalho mostram que a apirase de batata
ndo € antigeno vacinal, mas de alguma forma foi capaz de modular a resposta
imune frente a Esquistossomose mansoni, promovendo a reducdo do granuloma
hepético. Os dados indicam ainda que a associagdo com praziquantel potencializou
a resposta a essa proteina. Desse modo, sdo necessarios mais estudos em modelo
animal para apuracdo de outros parametros e confirmacéo dos dados. Assim, pois,
nossos dados fornecem indicios de que a sensibilizagcdo com apirase de batata
possa regular o granuloma hepatico e reduzir a patologia provocados pela
Esquistossomose mansoni em murinos, sendo assim uma importante ferramenta na

melhor compreensdo dos mecanismos imunolégicos envolvidos no processo.
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6 CONCLUSOES

Dentro do modelo proposto e das condi¢cdes experimentais em que foram

realizados os ensaios, é possivel concluir:

o A apirase de batata induziu a producgéo de IgG e subclasses IgG1 e IgG2a em
murinos Balb/c, sendo que a associacdo com PZQ melhora essa resposta,
indicando uma melhor acessibilidade da proteina ao sistema imunol6gico

quando o PZQ foi combinado;

o O numero de células CD3"/CD4" e CD3*/CD8" no baco de camundongos
Balb/c previamente sensibilizados com apirase de batata apresentou reducao,
bem como os niveis de IFN-y, o que aponta para um possivel tempo de
resposta Thl reduzido, que consequente pode reduzir a reacdo inflamatéria

focal em torno dos ovos de S.mansoni;

o A proteina vegetal suscita a producdo de anticorpos IgGl anti-SWAP
especificos e reducdo de citocinas IFN-y e IL-17 em camundongos Balb/c
sensibilizados com a proteina vegetal e tratados com dose subterapéutica de
praziquantel, sugerindo um efeito sinérgico dessa combinacdo sobre o
sistema imunoldgico, que possivelmente pode reduzir a patologia associada

ao ovo de S.mansoni;

o A sensibilizagdo com apirase de batata combinada ao tratamento com PZQ
subcurativo estimulou a producéo de IgG1 anti-SWAP especificos e reducdo
de IFN-y e IL-17 em camundongos Balb/c, o que evidencia os epitopos
compartilhados entre proteinas 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 ndo induziu protecdo em camundongos C57BL/6
sensibilizados e infectados com S.mansoni, mas pode ter efeitos

imunomodulatérios sobre o granuloma nos animais sensibilizados com essa
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proteina, quando associada ao PZQ subterapéutico, uma vez que o diametro

do granuloma foi reduzido, nestes animais;

A proteina vegetal associada ao PZQ subcurativo suscita a producao de IgG,
IgG1, IgG2a e IFN-y no modelo de esquistossomose experimental em
murinos C57BL/6 e reduz células CD3"/CD4", CD3*/CD8" e a citocina IL-17,
indicando que essa proteina pode atuar na modulacao do granuloma hepético

por mecanismos distintos;

A apirase de batata induziu a producdo de anticorpos IgE na
esquistossomose murina de C57BL/6, sugerindo que o0s epitopos
compartilhados entre apirase de batata e as SmATPDases podem induzir a

producdo desses anticorpos na progressao da doenca,

Ambas as linhagens - Balb/c e C57BL/6 — nas condi¢cdes experimentais
empregadas apresentaram respostas divergentes, quando os camundongos
foram apenas sensibilizados com alumen, daquelas descritas na literatura
utilizando outras proteinas do tegumento, por iSSO S80 necessarios mais

estudos para confirmacéo deste achado.
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ANEXO A - Protocolo de liberacdo dos animais para o experimento realizado.

SERVIGO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo n2. 042/2017 — CEUA sobre “Avaliagéo do potencial
imunoterapico da proteina apirase no modelo experimental de asma alérgica.”,
projeto de pesquisa sob a responsabilidade de Juciene Maria de Andrade Castro
com a colaboragdo de Priscila de Faria Pinto, Danielle Gomes Marconato e
Momtchilo Russo estd de acordo com os Principios Eticos na Experimentagao
Animal, adotados pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
(CEUA) da PRO-REITORIA DE PESQUISA/UFJF, em reunido realizada em
14/11/2017. Para o desenvolvimento da pesquisa serdo utilizados 96 machos de
Camundongos isogénico BALB/c de 6-8 semanas de idade, conforme solicitado e
que serao utilizados no periodo 01/01/2018 a 01/01/2019.

CERTIFICATE

We certify that protocol no. 042/2017 - CEUA on "Evaluation of the
immunotherapeutic potential of the protein apirase in the experimental model of
allergic asthma", a research project under the responsibility of Juciene Maria de
Andrade Castro with the collaboration of Priscila de Faria Pinto, Danielle Gomes
Marconato and Momtchilo Russo is in accordance with the Ethical Principles on
Animal Experimentation, adopted by the National Council for the Control of Animal
Experimentation (CONCEA), and was approved by the ETHICS COMMISSION ON
ANIMAL USE OF THE PRO-REITORIA DE PESQUISA / UFJF at a meeting held
11/14/2017. For the development of the research will be used 96 males of isogenic
BALB / c mice of 6-8 weeks of age, as requested and that will be used in the period
01/01/2018 to 01/01/2019.
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