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RESUMO 

 

O desenvolvimento de uma vacina para a esquistossomose, juntamente com a 

quimioterapia, seria de grande impacto para o controle e eliminação da doença. Nesse sentido, 

vários antígenos do parasito já foram testados a fim de avaliar a capacidade dos mesmos em 

induzirem proteção contra a infecção pelo Schistosoma mansoni. Porém, apesar de alguns 

antígenos apresentarem bons resultados na proteção contra a infecção, esses nunca foram 

testados em modelos experimentais previamente expostos a antígenos do parasito. No caso da 

esquistossomose, isso seria importante já que os moradores de áreas endêmicas, população 

alvo de uma vacina para a doença, passam por repetidas infecções ao longo de suas vidas. 

Diante dessa necessidade, duas proteínas de tegumento de Schistosoma mansoni, Sm22.6 e 

Sm29, merecem destaque já que têm sido associadas à resistência à infecção e reinfeção em 

moradores de áreas endêmicas, e por terem induzido proteção parcial em ensaios envolvendo 

a imunização de camundongos C57BL/6 naïve. Portanto, este trabalho objetivou avaliar a 

habilidade das proteínas recombinantes, Sm22.6 e Sm29, em induzirem proteção em animais 

BALB/c que já tenham sido previamente infectados e tratados. Nós também avaliamos a 

capacidade das proteínas Sm22.6r e Sm29r em induzirem proteção em camundongos BALB/c 

naïve, já que nos trabalhos anteriores essas foram testadas em animais da linhagem C57BL/6. 

Nossos resultados demonstraram que, diferentemente dos trabalhos anteriores, a imunização 

de animais BALB/c naïve com Sm22.6r ou Sm29r  não foi capaz de induzir proteção. Apesar 

disso, através de um ensaio de imunofluorescência, foi possível observar que os anticorpos 

produzidos, em resposta à imunização com Sm22.6r ou Sm29r, foram capazes de reconhecer 

a forma nativa dessas proteínas, na superfície do parasito. A imunização de animais, 

infectados e tratados, com Sm22.6r+Freund, embora tenha desencadeado uma resposta imune 

robusta, também não foi capaz de conferir imunidade protetora. Por outro lado, camundongos, 

infectados/tratados, imunizados com Sm29r+Freund apresentaram significativa redução da 

carga parasitária (proteção de 26%-48%) após três doses da vacina. Esta formulação vacinal 

induziu uma produção significativa das citocinas IL-2, IFN-γ, IL-17 e IL-4; uma resposta 

humoral vigorosa com produção de IgG, IgG1, IgG2a e IgE específicos; e um aumento 

significativo no percentual de células TCD4+ de memória central. Os adjuvantes Alum e MPL 

também foram formulados juntamente com a Sm29r. Os resultados demonstraram que 

somente a formulação vacinal Sm29r+Alum foi capaz de conferir proteção (29%-37%), 

desencadeando uma produção significativa de IL-2, IL-17 e IL-10, e um aumento do 

percentual de células TCD4+ produtoras de IFN-γ. Além disso, esses animais apresentaram 
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níveis significativos de anticorpos específicos IgG, IgG1, IgG2a e IgE e um aumento 

significativo no percentual de células B de memória. Nossos resultados confirmam o papel 

imunoprotetor da proteína Sm29r, reforçando seu potencial como candidata vacinal. 
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ABSTRACT 

 

The development of a vaccine against schistosomiasis together with chemotherapy 

would have a great impact in the disease control and elimination. In this sense, several 

parasite antigens have been tested in order to assess its ability to induce protection against 

Schistosoma mansoni infection. Despite the great results observed after mice immunization 

with those antigens, they have never been tested in mice previously exposed to the parasite 

antigens. In the case of schistosomiasis, this is an important assessment to be done, since the 

residents of endemic areas, target population of a schistosomiasis vaccine, are exposed to 

several infections through life. In this context, two parasite tegument proteins, Sm22.6 and 

Sm29, are promising candidates, that  have been associated with resistance to infection and 

reinfection in individuals living in endemic areas, and also induce partial protection against 

schistosomiasis in immunization trials using C57BL/6 naïve mice. Therefore, this work aimed 

to evaluate Sm22.6r and Sm29r ability to induce protection in BALB/c mice previously 

infected with S. mansoni and treated with Praziquantel. We also evaluated the Sm22.6r and 

Sm29r ability to induce protection in BALB/c naïve mice, since, previous studies were 

performed in C57BL/6 strain. Unlike previous works, our results showed that neither 

immunization with Sm29r nor immunization with Sm22.6r induced reduction in parasite 

burden in BALB/c naïve mice. Nevertheless, an immunofluorescence staining assay 

demonstrated that antibodies produced in response to mice immunization with rSm22.6 or 

rSm29 were able to recognize the native proteins in the parasite surface. In infected and 

treated mice, the immunization with Sm22.6r plus Freund failed to induce protection, despite 

the robust immune response observed. In the other hand, infected and treated mice, 

immunized with Sm29r+Freund, presented a significant reduction in parasite burden (26%-

48% of protection). This immunization trial induced a significant production of IL-2, IFN-γ, 

IL-17 and IL-4 cytokines; a vigorous humoral response with a production of increased levels 

of specific IgG, IgG1, IgG2a and IgE antibodies; and a significant increase in the percentage 

of TCD4+ memory cells. Sm29r were also formulated with Alum and MPL adjuvants. The 

results of trials using these formulations demonstrated that only Sm29r+Alum vaccine 

formulation was able to confer protection (29%-37%), inducing a significant production of 

IL-2, IL-17 and IL-10 cytokines, and an increase in the percentage of TCD4+ IFN-γ+ cells. 

Moreover, these animals produced higher levels of specific IgG, IgG1, IgG2a and IgE, and a 

significant increase in the percentage of B memory cells. Our results demonstrated that Sm29r 
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retains its ability to induce protection in previously infected/treated mice, reinforcing its 

potential as a vaccine candidate. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 A Esquistossomose 

 

A Esquistossomose é uma doença parasitária de grande importância mundial, sendo 

causada por trematódeos de diferentes espécies do gênero Schistosoma. Dentre as espécies 

desse gênero, cinco são as principais responsáveis por parasitar o sistema circulatório dos 

seres humanos e causar diferentes formas de esquistossomose, são elas: S. mansoni, S. 

japonicum, S. intercalatum, S. mekongi, S. malayensis e S. haematobium (Gryseels et al., 

2006; Latif et al., 2013). A patologia associada às espécies S. mansoni, S. japonicum, S. 

intercalatum e S. mekongi está relacionada à formação de uma fibrose hepato-intestinal 

crônica que decorre, principalmente, da deposição dos ovos das fêmeas do verme em órgãos 

como o fígado das pessoas infectadas. A patologia associada à infecção pela espécie S. 

haematobium, que habita nos vasos sanguíneos da bexiga, caracteriza uma doença que afeta o 

trato urinário dos indivíduos infectados (Gryseels et al., 2006; Burke et al., 2009). 

Dentre as doenças tropicais negligenciadas, a esquistossomose se destaca por 

apresentar um importante grau de morbidade, afetando mais de 240 milhões de pessoas em 

todo o mundo, sendo que, somente no ano de 2013, mais de 40 milhões de pessoas 

necessitaram de tratamento para a doença  (WHO, 2015). Hotez e colaboradores (2014) 

demonstraram que o custo para os indivíduos infectados pelo Schistosoma representa 3,31 

milhões de DALY (Disability Adjusted Life Years). Segundo a Organização Mundial de 

Saúde, a distribuição geográfica da esquistossomose abrange 78 países, distribuídos nos 

continentes africano, americanos (sul e central) e asiático. Dentre essas regiões, a África é a 

mais afetada pela doença, compreendendo 90% de todos os casos (WHO, 2015). 

No Brasil, a esquistossomose é causada pela única espécie endêmica, o S. mansoni. As 

áreas endêmicas para a doença abrangem territórios do Maranhão até Minas Gerais. Alguns 

focos isolados da doença se encontram nos estados do Pará, Piauí, Goiás, Rio de Janeiro, São 

Paulo, Paraná, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (Coura e Amaral, 2004).  

Nas áreas endêmicas para a esquistossomose intestinal, a transmissão da doença ocorre 

através da contaminação de coleções hídricas, por fezes de indivíduos doentes, em locais onde 

se encontra o hospedeiro intermediário do parasito. Nessas áreas, vários fatores econômicos, 

sociais e ecológicos têm contribuído para a contínua transmissão da mesma ao longo dos 

anos. As precárias condições de saneamento básico, o baixo poder socioeconômico dos 

moradores das áreas endêmicas, os hábitos de vida (principalmente associados às atividades 
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econômicas de pesca e agricultura), a migração populacional, a presença dos hospedeiros 

intermediários do parasito e o clima, são exemplos de condições que permitem a permanência 

da transmissão da doença (Loureiro, 1989; Kloos, et al., 2008; Kloos, et al., 2010).  

 

 1.2 O Schistosoma mansoni 

 

O Schistosoma mansoni possui um ciclo de vida complexo, o qual apresenta uma fase 

de reprodução assexuada dentro do hospedeiro intermediário (caramujos pertencentes ao 

gênero Biomphalaria), e uma de reprodução sexuada dentro do hospedeiro vertebrado 

(homem ou pequenos mamíferos).  

A larva de Schistosoma mansoni, denominada cercária, quando presente em coleções 

hídricas, entra em contato com o hospedeiro vertebrado e, através de uma série de eventos, 

consegue se fixar, invadir e migrar através da pele do hospedeiro.  

A fixação das cercárias na pele é auxiliada pela presença de L-arginina e pelo calor 

proveniente do hospedeiro (Haas et al., 1976; Haas et al., 1997), permitindo um contato 

prolongado entre parasita e hospedeiro, e assim, facilitando a penetração das cercárias através 

da pele. A partir daí, as cercárias iniciam a invasão da pele através da ação vibratória da cauda 

e da secreção das glândulas pré-acetabulares, as quais possuem proteases (Haas et al., 1997). 

Esse processo de invasão da pele pelo parasito resulta em perda da cauda e em alterações 

morfofisiológicas, desencadeadas pelas mudanças de temperatura e osmolaridade, 

transformando as cercárias em esquistossômulos (Stirewalt, 1974). Os esquistossômulos, 

então, já transformados, invadem a corrente sanguínea e são levados até os pulmões e daí, 

chegam até as veias do sistema porta-hepático, local em que sofrerão maturação em vermes 

adultos (Miller e Wilson, 1980). Estudos avaliando a migração do S. mansoni, em 

camundongos, mostram que os esquistossômulos podem permanecer na pele do hospedeiro 

até o quarto dia pós-infecção, antes de serem levados aos pulmões. A presença de 

esquistossômulos nos pulmões e no sistema porta hepático, por sua vez, já é detectada a partir 

do terceiro e oitavo dia pós-infecção, respectivamente. Estes dados revelam que a migração 

do parasita, no hospedeiro definitivo, é do tipo assincrônica, se baseando na capacidade 

individual de cada parasito (Barbosa et al., 1978). 

Acredita-se que a maturação dos vermes ocorra no sistema porta-hepático, dentre 

outros motivos, pela presença de altos níveis de nutrientes no sangue porta-hepático (Wilson 

et al, 1978; Khammo et al., 2002). O amadurecimento sexual também ocorre nesta fase, sendo 
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o acasalamento entre os vermes macho e fêmea fundamental para o amadurecimento sexual 

desta última (Erasmus, 1986). 

Os vermes adultos, acasalados, migram, contra a corrente sanguínea, até as vênulas do 

mesentério do intestino e iniciam a deposição dos ovos 30-40 dias pós-infecção. Esses 

poderão ser carreados através do fluxo sanguíneo para outros órgãos, ficando retido nestes, 

promovendo a formação de uma reação inflamatória granulomatosa ao redor dos mesmos, ou 

poderão atravessar a mucosa do intestino caindo na luz intestinal. Deste modo, os ovos 

poderão ser eliminados juntamente com as fezes. Quando encontram o meio aquático, os 

miracídios, larvas presentes em ovos maduros, eclodem devido aos diferentes fatores 

ambientais, tais como temperatura e luminosidade. Os miracídios livres no meio aquático 

encontram com o hospedeiro intermediário, os caramujos do gênero Biomphalaria, e iniciam 

a penetração nestes moluscos com o auxílio de secreções glandulares do terebratorium e 

movimentos rotatórios. Os miracídios, então, iniciam numerosos processos de multiplicação 

das células germinativas originando os chamados esporocistos primários. Esses, por sua vez, 

se transformam em esporocistos secundários, na segunda semana após a penetração dos 

miracídios. Os esporocistos, então, migram até a região das glândulas digestivas, local onde 

ocorre a liberação das cercárias recém-produzidas pelos esporocistos secundários (Pan, 1965). 

As cercárias liberadas ganham o meio aquático, podendo infectar o hospedeiro definitivo, 

fechando, assim, seu ciclo. 

 

 1.3 Prevenção e controle da Esquistossomose 

 

A adoção de medidas de saneamento básico é o método profilático ideal para o 

controle da esquistossomose o qual impede não só a transmissão da esquistossomose, como 

também daquelas doenças ligadas à água contaminada. Porém, o precário padrão sócio-

econômico dos países endêmicos para a doença dificulta a adoção desta medida profilática. 

Por isso, o método largamente utilizado para controlar a esquistossomose é a quimioterapia, 

sendo o Praziquantel o medicamento recomendado pela Organização Mundial de Saúde para 

o tratamento da doença. 

Utilizando o tratamento como principal método de controle, além da adoção de 

medidas que visam à melhoria das condições sanitárias e da educação em saúde, o Brasil, 

desde 1975, conta com um Programa de Controle para a Esquistossomose que abrange todo o 

país. Desde sua implementação, o programa contribuiu de maneira significativa na redução do 
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percentual de pessoas infectadas, da taxa de hospitalização e mortalidade (Amaral et al., 

2006).  

Porém, apesar de eficaz, o tratamento apresenta algumas limitações importantes. 

Trabalhos desenvolvidos por Sabah e colaboradores, em 1986, e Pica-Mattoccia e Cioli em 

2004, demostraram que o Praziquantel tem sua ação somente sobre as cercárias e os vermes 

adultos. Este fato inviabiliza o uso deste medicamento em indivíduos com infecções recentes. 

Além disso, o tratamento não impede que os indivíduos moradores das áreas endêmicas sejam 

reinfectados já que o ambiente onde estes indivíduos residem permite um constante contato 

com o parasito. 

Por isso, acredita-se que o desenvolvimento de uma vacina traria um grande impacto 

auxiliando os quimioterápicos no controle da esquistossomose (Oliveira et al., 2008). A 

presença de indivíduos naturalmente resistentes à infecção pelo S. mansoni, em áreas 

endêmicas (Correa-Oliveira et al., 1989), e a evidência de resistência adquirida, ao longo do 

tempo, pelas constantes infecções/tratamentos de indivíduos destas regiões (Caldas et al., 

2000), além dos altos níveis de proteção induzidos alcançados com a vacina de cercária 

irradiada, sugerem que o desenvolvimento de uma vacina é possível (Bickle, 2009).  

 

1.4 A Resposta imune na Esquistossomose  

 

A resposta imune contra o S. mansoni inicia-se logo após a penetração da cercária 

através da pele do hospedeiro definitivo, sendo os componentes do sistema imune inato a 

primeira barreira a ser enfrentada pelos parasitos. Durante a penetração, as cercárias liberam 

diversas moléculas imunogênicas, através da secreção das glândulas acetabulares, as quais 

auxiliam neste processo de penetração e na transformação em esquistossômulos (Haas et al., 

1997). Tais moléculas podem ser consideradas o primeiro componente do parasito a ser 

reconhecido pelas células do sistema imune inato. Através de um estudo utilizando a 

marcação com sonda fluorescente de proteínas presentes nas glândulas acetabulares de 

cercárias foi possível acompanhar, in vivo, a liberação dessas moléculas durante a penetração 

e o reconhecimento das mesmas pelo sistema imune inato do hospedeiro (Paveley et al., 

2009). Os resultados mostram que os neutrófilos são as primeiras células a internalizarem o 

material marcado, seguido pelos macrófagos e pelas células dendríticas. Os antígenos 

fagocitados foram capazes de induzir a produção da citocina IL-10 pelos macrófagos e de 

aumentar a expressão das moléculas MHC-II, e dos marcadores coestimulatórios CD40 e 

CD86, bem como, estimular a produção das citocinas IL-6, TNF-α e IL-12p40/23 pelas 
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células dendríticas, auxiliando, assim, na sua capacidade de apresentar antígenos às células do 

sistema imune adaptativo (Paveley et al., 2009). Outro trabalho, realizado por Jenkins e 

colaboradores (2005), mostra a importância destas moléculas liberadas pelo parasita, durante 

a penetração, para a ativação de macrófagos através da via TLR dependente de MyD88, 

promovendo a produção das citocinas IL-10, IL-6 e IL-12p40. Além disso, o tegumento dos 

esquistossômulos também é capaz de ativar células dendríticas através da via TRL4, 

dependente de MyD88, promovendo a expressão das moléculas coestimulatórias CD40 e 

CD86 e a produção de IL-12p40 e TNF-α (Durães et al., 2009). 

Outro importante componente do sistema imune inato são os eosinófilos. Entretanto, 

seu papel na eliminação do parasito ainda é controverso. Ensaios in vitro evidenciaram o 

papel destas células em causar dano e morte de esquistossômulos (Butterwort et al., 1979; 

David et al., 1980; Veith e Butterworth, 1983), já que, na presença de anticorpos específicos 

para o parasito, os eosinófilos podem matar os esquistossômulos através de complemento e/ou 

por citotoxicidade dependente de anticorpo (ADCC) (Ramalho-Pinto, et al., 1978) associada, 

principalmente, aos isotipos IgG1, IgG3 e IgE. In vivo, Swartz e colaboradores (2006) 

demonstraram que camundongos, infectados, deficientes na produção de eosinófilos não 

apresentaram alterações na carga parasitária ou no número de ovos, quando comparado aos 

animais da linhagem selvagem, evidenciando que os eosinófilos não apresentam um papel 

fundamental na eliminação do parasito. 

À medida que o parasito se desenvolve em verme adulto e inicia a produção de ovos, a 

resposta imune do tipo 1 (IFN-γ, IL-2, IL-1, IL-6), que é característica do início da infecção, 

começa a declinar, enquanto a resposta do tipo 2 (IL-4, IL-13 e IL-5) aumenta (Burke, et al., 

2009). A presença dos ovos no organismo do hospedeiro induz a formação de uma reação 

inflamatória focal, constituída por uma variedade de células mononucleares fagocíticas e 

outros tipos celulares, dispostos de forma organizada, denominada granuloma (Lenzi et al., 

1998). O granuloma, ao mesmo tempo em que é danoso ao indivíduo, já que promove uma 

importante reação inflamatória, que pode causar grave fibrose hepática, também é benéfico, 

na medida em que “sequestra” os antígenos liberados pelos ovos, os quais apresentam efeito 

hepatotóxico (Hams et al., 2013).  

A presença desses granulomas resulta, na maioria dos indivíduos infectados (90%), 

num quadro de fibrose hepática que pode ser caracterizada pela presença de cicatrizes, 

isoladas, localizadas no espaço periovular dos granulomas do fígado (manifestação leve da 

doença), ou até por um quadro de fibrose portal sistêmica, com acentuada obstrução vascular, 

que caracteriza-se como as manifestações mais graves da doença (Andrade, 2009).  
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Na tentativa de elucidar os fatores responsáveis pela gravidade da doença, diversos 

trabalhos já demonstraram o papel da resposta imune na formação da fibrose. Silveira-Lemos 

e colaboradores (2008), demonstraram que os eosinófilos são células importantes para o 

desenvolvimento da fibrose. Moradores de área endêmica que exibiam uma forma mais grave 

da doença, apresentando fibrose periportal, apresentaram um aumento de moléculas de 

ativação recente em eosinófilos (CD69) e maiores níveis de TNF-α, IL-4 e IL-5, produzidos 

por estas células, sobre estímulo de SEA, em relação aos indivíduos com a forma menos 

grave da doença (Silveira-Lemos et al., 2008). Estes achados corroboram com outros estudos 

os quais apontam a importância das citocinas do tipo 2 para a formação da fibrose. Foi 

demonstrado que pacientes com fibrose grave exibiam altos níveis de TNF-α, IL-5, IL-10 e 

IL-13, enquanto pacientes que apresentam pouca fibrose produziam maiores níveis de IFN-γ. 

(Henri, et al., 2002; de Jesus et al, 2004). Também já foi demonstrado o papel dos monócitos 

em pacientes com quadro grave de fibrose. Nesses indivíduos, os monócitos apresentavam 

níveis significativos de IL-6, TNF-α e TGF-β, citocinas pro-fibróticas (Fernandes et al., 

2014).  

No curso da infecção pelo Schistosoma mansoni, indivíduos infectados apresentam 

duas fases distintas da doença: a fase aguda e a fase crônica, as quais diferem entre si em 

relação às características clínicas e imunológicas. A fase aguda representa o primeiro estágio 

da doença que pode ser caracterizada por mal-estar, febre, tosse, emagrecimento, dor 

abdominal, diarreia, eosinofilia e aumento na produção das citocinas IL-1, IL-6, TNF-α (de 

Jesus, et al., 2002), porém, em indivíduos residentes em áreas endêmicas esta fase não se 

manifesta. Uma das razões para a ausência desta fase pode estar associada ao fato de os 

indivíduos moradores destas regiões serem sensibilizados pelo Schistosoma ainda no útero 

materno através da transferência materna de antígenos solúveis e de anticorpos específicos 

anti-idiotípicos, pela placenta. Essa transferência de antígenos pode levar os recém-nascidos à 

montarem uma resposta contra o parasito antes mesmo de serem infectados com produção de 

IgE e IgG específicos e de citocinas, tais como, IL-10, IL-5 e IFN-ɣ  (Carlier et al, 1980; Eloi-

Santos et al., 1989; Malhotra et al., 1997; King et al., 1998), e por isso, podem se mostrar 

menos susceptíveis ao desenvolvimento do quadro inflamatório, característico da fase aguda 

da doença.  

Na fase crônica, distintas manifestações clínicas podem se desenvolver, sendo as 

mesmas relacionadas à gravidade da doença. Na maioria dos indivíduos residentes nas áreas 

endêmicas, a doença se apresenta assintomática, sendo esta considerada a forma intestinal da 

doença. A mesma se caracteriza pelo aparecimento de episódios de fraqueza, fadiga, dor 
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abdominal e diarréia. Uma pequena percentagem da população, porém, desenvolve formas 

clínicas mais graves da doença, as quais são denominadas como hepatointestinais ou 

hepatoesplênicas. Os indivíduos portadores destas formas clínicas mais graves apresentam 

hepatomegalia ou hepatoesplenomegalia, variados graus de fibrose periportal, hipertensão 

portal e consequente desenvolvimento de varizes esofágicas (Prata e Bina, 1968). Porém, 

devido aos programas de controle para a doença, estas formas estão cada vez mais raras 

(Coura e Amaral, 2004). 

Fatores que determinam o aparecimento das diferentes manifestações clínicas ainda 

não estão completamente elucidados. Sabe-se que a intensidade da infecção está diretamente 

relacionada ao aparecimento de formas clínicas mais graves da doença, sendo que uma 

elevada carga parasitária pode favorecer o desenvolvimento da forma hepatoesplênica da 

doença (Bina e Prata, 2003). Porém, a intensidade da infecção não é o único fator responsável 

por determinar a gravidade da doença, já que em áreas hiperendêmicas a percentagem de 

indivíduos com formas graves é pequena (Bina e Prata, 2003). 

As diferentes manifestações clínicas também podem estar relacionadas a um perfil de 

resposta diversificado. Pacientes com as formas mais graves da doença apresentam um perfil 

de citocinas diferente do encontrado nos indivíduos com a forma intestinal, sendo a IL-10 

uma citocina fundamental na regulação da resposta em indivíduos que apresentam a forma 

menos grave da doença (Araújo et al., 1996; Malaquias et al., 1997; Corrêa-Oliveira et al., 

1998; Falcão et al.,1998). 

Araújo e colaboradores (1996) demonstraram que em culturas de células 

mononucleares do sangue periférico (PBMC) de moradores de áreas endêmicas infectados, 

quando adicionada a citocina IL-10, houve supressão da proliferação de linfócitos e da 

produção de IFN-γ, em resposta ao SWAP, indicando o papel regulador da  IL-10. Mais tarde, 

Malaquias e colaboradores (1997), demonstraram que, em cultura, o bloqueio da ação da IL-

10, com anticorpos monoclonais, aumentou a resposta proliferativa de PBMC de pacientes 

infectados crônicos intestinais, sugerindo a importância dessa citocina em modular a resposta 

tipo 2 em pacientes crônicos assintomáticos (Malaquias et al., 1997). Em outro estudo, 

realizado pelo mesmo grupo, foi avaliado o papel da IL-10 na formação do granuloma in vitro 

utilizando PBMC, de pacientes de diferentes formas clínicas, incubadas com beads recobertas 

por SEA. Os resultados demonstraram que a adição de anticorpo monoclonal anti-IL-10 na 

cultura de PBMC de indivíduos agudos não resultou em alteração significativa do tamanho do 

granuloma, porém, na cultura de PBMC de indivíduos com a forma crônica intestinal, houve 

um aumento do tamanho do granuloma, demonstrando que a citocina IL-10 tem importante 
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papel no controle da morbidade da doença (Falcão et al., 1998). Em 2008, Teixeira-Carvalho e 

colaboradores, demonstraram a importância das células TCD4+ e TCD8+ no controle da 

morbidade da doença, as quais representaram a principal fonte de IL-10 em pacientes com a 

forma intestinal da doença. 

Um fato interessante que pode auxiliar na busca pela compreensão da imunidade 

protetora contra a esquistossomose é a presença de indivíduos naturalmente resistentes à 

infecção pelo parasito que, mesmo estando expostos ao S. mansoni durante toda a vida, 

persistem com um diagnóstico negativo para a doença (Corrêa-Oliveira et al., 1989). Esses 

indivíduos possuem uma significativa resposta proliferativa em resposta a antígenos do ovo e 

de verme, produzindo altos níveis de IFN-ɣ, de anticorpos contra paramiosina, e de IgG1 e 

IgG3 contra tetraspanina 2 (TSP-2), Sm14 e Sm29 (Corrêa-Oliveira et al., 1989; Corrêa-

Oliveira et al., 1998; Tran et al., 2006; Brito et al., 2000; Cardoso et al., 2006a).  

A resistência contra a infecção por S. mansoni também foi relatada em indivíduos após 

o tratamento. Já foi documentado que o tratamento de indivíduos infectados promove um 

aumento na produção de citocinas Th2 em resposta de antígenos do verme (Joseph et al., 

2004; Walter et. al., 2006), mesmo tipo de resposta relacionada à resistência à reinfecção 

(Roberts et al., 1993; Caldas et al, 2008). Diversos trabalhos demonstram que a resposta 

imunológica de indivíduos resistentes à reinfecção está relacionada aos altos níveis de IgE, 

específicos para o verme, principalmente para a proteína Sm22.6, e baixos níveis de IgG4 

contra antígenos do ovo e do tegumento de esquistossômulo (Caldas et al., 2008; Pinot de 

Moira et al., 2010; Dunne et al., 1992).  

 

1.5 Vacinas para a Esquistossomose 

 

Baseado na necessidade de se implementar um método mais efetivo para o controle da 

esquistossomose, a ideia do desenvolvimento de uma vacina contra a doença é o objeto de 

estudo de vários grupos no âmbito científico. Quando imunizados, os moradores de áreas 

endêmicas poderiam adquirir uma proteção parcial contra as frequentes reinfecções, que 

associado à quimioterapia, provocaria a diminuição da carga parasitária, da patologia e das 

taxas de transmissão da doença.  

Dessa forma, vários antígenos do parasita têm sido estudados como possíveis 

candidatos para o desenvolvimento de vacinas, porém, a grande habilidade do parasita em 

evadir o sistema imune do hospedeiro e seu complexo ciclo de vida dificulta este processo. Já 

que o parasito não se replica dentro do hospedeiro definitivo, uma vacina que possibilitasse a 
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redução da morbidade da doença se mostra interessante. Segundo o Steering Committee on  

Vaccine Discovery, da Organização Mundial de Saúde, o desenvolvimento de uma vacina que 

induzisse, pelo menos, 50% de resistência à reinfecção após o tratamento de populações 

susceptíveis já seria efetivo para o controle da transmissão (Siddiqui et al., 2008). 

 Por representarem a interface entre o S. mansoni e o sistema imunológico de seu 

hospedeiro, o tegumento do parasito representa uma importante estrutura a ser explorada na 

finalidade de encontrar alvos para vacina. Neste contexto, o tegumento do esquistossômulo 

representa um importante objeto de estudo já que este é considerado o estágio de vida mais 

susceptível ao ataque do sistema imune do hospedeiro (Gobert et al., 2007). Trabalhos 

realizados por nosso grupo demonstraram que o tegumento do esquistossômulo (Smteg), 

utilizado em protocolos vacinais coadministrado com o adjuvante de Freund, induz uma 

redução de 43 a 48% no número de vermes, 59 a 60% no número de ovos eliminados nas 

fezes e de 65% no número de ovos no fígado induzindo uma resposta imunoprotetora do tipo 

1, com produção de IFN-ɣ (Teixeira de Melo et al, 2010). A imunização com Smteg também 

foi testada utilizando ALUM associado ao CPG-ODN como adjuvante o que resultou num 

percentual de redução na carga parasitária de 43% e de 55% no número de ovos eliminados 

nas fezes (Teixeira de Melo et al., 2013).  

Como exemplo de proteínas de tegumento de S. mansoni, as tetraspaninas (TSP) são 

proteínas integrais de membrana encontradas em abundância no tegumento do verme (Braschi 

e Wilson, 2006), e que já foram estudadas quanto ao seu potencial imunoprotetor em 

protocolo experimental. Camundongos imunizados com o plasmídeo pcDNA contendo o gene 

da tetraspanina Sm23 apresentaram um percentual de proteção de  21 a 44% com altos níveis 

de produção das imunoglobulinas IgG2a e IgG1 (Da’Dara et al., 2001). Outras duas 

tetraspaninas, TSP-1 e TSP-2, foram estudadas em protocolos vacinais, em que foram 

utilizadas na forma recombinante. A média da redução do número de vermes de dois ensaios 

independentes foi de 34% para TSP-1 e 57% para TSP-2. Além disso, também houve redução 

significativa no número de ovos presente no fígado (52% TSP-1 e 64% TSP-2) e nas fezes 

(69% TSP-1 e 65% TSP-2) de animais imunizados (Tran et al., 2006). De modo particular, a 

TSP-2, por ser reconhecida por anticorpos IgG1 e IgG3 de indivíduos naturalmente resistentes 

à infecção, se mostra promissora (Tran et al., 2006). A TSP-2 também foi testada em 

formulações vacinais contendo Alum/CpG como adjuvante e resultou num nível de proteção 

de 25-27% (Pearson et al., 2012). A imunização de camundongos com a proteína quimérica 

contendo TSP-2 e a região 5B da protease aspártica dos vermes de Necator americanus, Na-

APR-1, juntamente com Alum/CpG conferiu uma proteção ainda maior, de 54 a 58% (Pearson 
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et al., 2012). Recentemente, novos métodos de desenvolvimento da proteína recombinante 

TSP-2 foram descritos, os quais permitem sua produção em larga escala, a fim de ser utilizada 

em estudos clínicos de fase 1 (Curti et al., 2013).  

Outra importante proteína, localizada no tegumento do parasito, que demonstrou ter 

um potencial imunoprotetor é a protease da família das calpainas. A subunidade da calpaina 

de 78kDa quando administrada na forma recombinante, em camundongos, promoveu uma 

redução de 29 a 39% na carga parasitária (Hota-Mitchell et al., 1997). Mais tarde, a Sm-p80 

foi testada em protocolo experimental na forma de vacina de DNA apresentando 39% de 

proteção (Siddiqui et al., 2003). Quando coadministrada com IL-12 ou administrada com 

plasmídeo carreando o gene da citocina, os níveis de proteção subiam para 45% e 57%, 

respectivamente (Siddiqui et al., 2003). Mais tarde, um trabalho realizado por Zhang e 

colaboradores (2010), demonstrou que a Sm-p80 na forma de vacina de DNA, utilizando um 

vetor apropriado para humanos (VR1020) conferiu uma redução de 46% na carga parasitária e 

de 28% no número de ovos em babuínos, com produção significativa de IFN-γ e anticorpos 

IgG específicos para a proteína.  Quando a Smp80 foi utilizada em protocolo de imunização 

sob a forma de proteína recombinante ou sob regime de imunização de “prime-boost” (no 

qual os animais são imunizados com vacina de DNA, contendo o gene para Smp80, e 

posteriormente, recebem reforços da vacina sob a forma de proteína recombinante), os 

animais apresentaram uma redução de 51% e 49% de redução de vermes, respectivamente 

(Ahmad et al., 2010). Um estudo realizado por Torben e colaboradores (2012), demonstrou 

que a ADCC é um mecanismo importante na eliminação de esquistossômulos em 

camundongos vacinados com a Sm-p80. 

Baseado na premissa de que o Praziquantel (PZQ) atua de maneira sinérgica com o 

sistema imune do hospedeiro para a eliminação do parasito (Brindley e Sher, 1987), uma 

proteína de membrana ancorada por GPI de 200kDa, também conhecida como ECL ou Sm200 

(Sauma e Strand, 1990), a qual já foi associada à eficácia do tratamento com PZQ (já que 

anticorpos anti-Sm200 puderam restaurar a eficácia do tratamento em camundongos knockout 

para células B) foi estudada em protocolo vacinal. Camundongos imunizados com a Sm200 

na forma de vacina de DNA apresentaram um percentual de proteção 38% (Nascimento et al., 

2007). Neste mesmo contexto, um estudo realizado por Rofatto e colaboradores (2013), 

demostraram que as proteínas envolvidas no metabolismo de nucleotídeos: fosfatase alcalina 

(SmAP), fosfodiesterase (SmNPP-5) e difosfohidrolase (SmNTPDase), presentes no 

tegumento do parasito, em associação com doses subcurativas de PZQ, foram capazes de 

promover uma redução de 41 a 46% no número de vermes, sendo que a SmAP apresentou um 
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papel fundamental nesta redução, induzindo, em associação com o fármaco, uma redução de 

41% dos vermes.  

Reconhecida como uma enzima glutationa S-transferase (Taylor et al., 1988), a 

Sm28GST foi identificada no tegumento, parênquima e órgãos genitais de esquistossômulos e 

vermes adultos (Balloul et al., 1987; Liu et al., 1996). Quando utilizada na forma de vacina 

recombinante foi capaz de induzir uma redução de até 70% da carga parasitária em ratos e 

camundongos imunizados e infectados, sendo que a produção de IgG2a mostrou uma relação 

importante para a imunoproteção adquirida (Balloul et al., 1987). Um trabalho realizado por 

Boulanger e colaboradores (1991) reforçou o potencial imunoprotetor da proteína Sm28GST, 

demostrando uma proteção de 38% em baboons vacinados com a proteína recombinante 

administrada juntamente com ALUM. A proteína, juntamente com adjuvante de Freund ou 

BCG, também foi testada em primatas e resultou numa redução significativa na fecundidade 

dos vermes (Boulanger et al., 1999). Quando utilizada na forma de vacina de DNA, a 

imunização de camundongos com Sm28GST, associado a um plasmídeo contendo o gene que 

codifica a citocina IL-18, induz uma proteção de 23%, com uma significativa produção de 

IFN-γ (Dupré et al., 2001). Uma importante característica da Sm28GST é a existência de 

reação cruzada com outras espécies de Schistosoma, incluindo S. haematobium, S. japonicum 

e S. bovis (Capron et al., 1987). Já foi demostrado que a imunização de primatas com 

Sm28GST na forma recombinante protegeu os animais de uma infecção heteróloga com 

Schistosoma haematobium (Boulanger et al., 1995). Desde 1998, a proteína recombinante 

Sh28GST associada ao adjuvante ALUM, vem sendo testada na população humana. 

Resultados parciais dos testes clínicos de fase I foram publicados por Riveau e colaboradores 

(2012), os quais demonstraram que a imunização não desencadeou efeitos adversos ou tóxicos 

relevantes. A resposta humoral induzida pela imunização foi caracterizada por altos níveis de 

IgG1 e IgG3. O perfil celular foi caracterizado pela produção significativa de citocinas do tipo 

2, com altos níveis de IL-5 e IL-13. 

A proteína ligadora de ácidos graxos, Sm14, expressa no tegumento e intestino do 

parasito nas fases de cercária, esquistossômulo, vermes adultos e ovo (Brito et al., 2002), foi 

testada em protocolos vacinais primeiramente por Tendler e colaboradores em 1996. Nesse 

trabalho, a Sm14 foi administrada na forma de vacina recombinante sendo capaz de induzir 

uma proteção em camundongos de até 67,9%, quando administrada sem adjuvante, e de até 

64% quando administrada com adjuvante de Freund (Tendler et al., 1996). A imunização com 

a proteína também foi capaz de proteger os animais contra a infecção por Fasciola hepatica, 

demonstrando que a Sm14 pode ser efetiva no controle de ambas doenças (Tendler et al., 
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1996). Num trabalho realizado por Fonseca e colaboradores (2004), foi possível observar que 

a imunização com a proteína Sm14r administrada com a citocina IL-12, como adjuvante, foi 

capaz de induzir uma proteção de 42,2%, sendo a reposta imune protetora associada à uma 

resposta do tipo 1, com produção de IFN-γ e TNF-α (Fonseca et al., 2004). A vacinação de 

animais utilizando o gene Sm14 como estratégia de imunização também foi capaz de 

desencadear um nível de proteção de 41% (Fonseca et al., 2006). Outros diversos trabalhos 

demonstraram o potencial imunoprotetor da proteína, utilizando a Sm14 como proteína 

recombinante ou na forma de vacina de DNA, administrada com diferentes adjuvantes 

(Ramos et al., 2001; Varaldo et al., 2004; Pacheco et al., 2005; Garcia et al., 2008). A Sm14 

se encontra na fase de testes clínicos, porém, ainda não foram divulgados resultados oficiais. 

  Dentre as proteínas do tegumento do S. mansoni que merecem destaque como 

candidatas vacinais também podemos citar a Sm22.6 e a Sm29 pois ambas apresentam uma 

importante relação com resistência à infecção e/ou reinfecção em residentes de área endêmica. 

 

1.5.1 Sm22.6 

   

Baseado no fato de que após o tratamento, um percentual de indivíduos apresentava 

resistência às novas infecções, Dunne e colaboradores (1992), realizaram uma investigação 

sorológica de moradores de área endêmica, antes e após tratamento, a fim de relacionar o 

perfil sorológico com a resistência à reinfecção. O trabalho demonstrou que havia uma 

correlação positiva entre níveis de IgE e resistência à reinfecção, sendo que a maioria da 

imunoglobulina produzida seria específica para uma proteína de 22kDa. Mais tarde, Webster e 

colaboradores (1996), confirmaram a relação entre os níveis de IgE anti-Sm22 e resistência à 

reinfecção, utilizando proteína recombinante. Analisando a proteína recombinante produzida, 

os autores demonstraram ser idêntica à proteína recombinante já descrita por Stein e David 

(1986) e Jeffs e colaboradores (1991), identificada como rSm22.6. Esses trabalhos também 

demostraram que a Sm22.6 seria uma proteína presente na membrana do parasito. 

Avaliando o perfil imunológico de indivíduos resistentes e infectados pelo S. mansoni, 

Oliveira e colaboradores (2012) demonstraram que a resistência também está relacionada com 

baixos níveis de IgG4 anti-Sm22.6 e não somente com a produção de IgE, já que não houve 

diferença dos níveis de IgE entre indivíduos infectados e resistentes. A importância da 

correlação IgE/IgG4 num quadro de resistência já foi explicitado em outros trabalhos (Khalife 

et al., 1989; Caldas et al., 2000). 
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A Sm22.6 também já foi descrita como sendo uma proteína que apresenta estrutura 

similar ao grupo de antígenos caracterizados como alérgenos: os alérgenos EF-hand, e por 

isso, também tem sido denominada como SmTAL-1 (Tegument-Allergen-Like-1) (Santiago et 

al., 1998; Fitzsimmons et al., 2007; Pinot de Moira et al., 2010; Fitzsimmons et al., 2012; 

Pinot de Moira et al., 2013a; Pinot de Moira et al., 2013b). Fitzsimmons e colaboradores 

(2007 e 2012) observaram que indivíduos moradores de áreas endêmicas, apresentavam um 

aumento dos níveis de anticorpos específicos para Sm22.6 e outras proteínas do parasito 

também caracterizadas como alérgenos “like”, após o tratamento, o que pode estar 

relacionado ao aumento da exposição dessas proteínas, após a morte do verme. Além disso, 

foi possível observar que o mRNA de SmTAL-1 está presente desde a fase de ovo, porém em 

baixíssimos níveis. O transcrito só aumenta de maneira considerável em esquistossômulos 

com 24 horas após transformação, sendo que estes níveis permanecem altos nos vermes 

adultos (Fitzsimmons et al., 2012). 

Estudos utilizando a proteína Sm22.6 em protocolos de imunização demonstraram que 

a vacinação de camundongos com a proteína recombinante, juntamente com o adjuvante de 

Freund, conferiu uma proteção de 34,5%, induzindo uma resposta mista Th1/Th2 (Pacífico et 

al., 2006a). Porém, quando a rSm22.6 foi utilizada sem adjuvante ou juntamente com o 

hidróxido de alumínio (Alum), adjuvante largamente utilizado em vacinas humanas, não 

houve indução de imunidade protetora  (Pacífico et al., 2006b).  

 

1.5.2 Sm29 

 

A proteína Sm29 está associada tanto à resistência à infecção quanto à reinfecção. 

Através de estudos in silico foi possível caracterizar a Sm29 como sendo uma proteína de, 

aproximadamente, 18 kDa, que contém 192 resíduos de aminoácidos, apresentando um 

peptídeo sinal (26 aminoácidos), três sítios de glicosilação e uma região transmembrana, 

sugerindo que a Sm29 seja uma proteína de tegumento (Cardoso et al., 2006a; Cardoso et al., 

2006b). Utilizando uma biblioteca de cDNA foi possível identificar que o transcrito da Sm29 

está presente nas fases de verme adulto e esquistossômulo de fase pulmonar, porém ausente 

nas fases de ovo e cercária. Após a produção de Sm29 recombinante, contendo uma cauda de 

histidina e um fragmento da Sm29 (40-169), foi possível confirmar, através de análises de 

imunolocalização (utilizando soro de camundongos imunizados com Sm29r) que a Sm29 está 

expressa no tegumento de verme adulto e esquistossômulos. Estudos de análises proteômicas 

e de tratamento enzimático do tegumento confirmaram a presença da Sm29 no tegumento do 
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verme (Braschi et al., 2011; Castro-Borges et al., 2011). Além disso, foi demonstrado que soro 

de indivíduos resistentes à infecção e reinfecção pelo parasita, produzem altos níveis de IgG1 

e IgG3 em resposta à esta proteína, fato interessante já que estas subclasses estariam 

relacionadas à eliminação do parasita por citotoxidade dependente de anticorpo (ADCC), e 

ativação da via clássica do complemento (Cardoso et al., 2006a).  

Um estudo realizado por Cardoso e colaboradores (Cardoso et al., 2008) testou o 

potencial de proteção da proteína Sm29 contra a infecção pelo S. mansoni em camundongos. 

O estudo demonstrou que quando os camundongos eram imunizados com a proteína rSm29 

houve uma redução de 51% no número de vermes adultos, 60% de ovos no intestino e de 50% 

do número de granulomas, quando comparado ao grupo controle. Além disso, a imunização 

induziu a formação de uma resposta Th1, com produção de altos níveis de IFN-γ. 

A proteína Sm29 também foi testada em associação com a SmTSP-2, na forma de 

proteína recombinante quimérica, com o objetivo de potencializar a eficácia obtida na 

imunização com os antígenos isolados. A imunização com a proteína quimérica, formulada 

com o adjuvante Alum/CpG, resultou numa significativa redução da carga parasitária (27,8-

34,8%) e da área do granuloma, após a infeção pelo S. mansoni. Essa proteção foi associada a 

elevados níveis de IgG1 e IgG2a específicos e um perfil de resposta Th1, com significativa 

produção de IFN-γ e TNF-α (Pinheiro et al., 2014). Nesse trabalho também foi avaliada a 

imunização dos animais com a proteína Sm29r formulada com CpG+Alum, o que resultou 

numa proteção de 20,36% e numa produção de níveis significativos de IgG, IgG1 e IgG2a, 

específicos, e da citocina IFN-γ (Pinheiro et al., 2014). 

Outra construção de proteína quimérica, combinando os antígenos Sm29 e Sm14, 

também foi testada em protocolo de imunização juntamente com o adjuvante poly(I:C). A 

imunização induziu uma redução significativa da carga parasitária (40,3%), do número de 

ovos presentes no fígado (68,2%) e intestino (57,9%), e no número e tamanho dos 

granulomas. Níveis significativos de IgG1 foram associados à  imunização (Ewaisha et al., 

2014). 

 

1.6 Adjuvantes 

 

O termo “adjuvante” vem do latim “adjuvare”, que significa “ajudar” (Gupta e Siber, 

1995). É nesse sentido que o adjuvante atua quando utilizado em formulações vacinais, 

aprimorando a resposta imune contra os antígenos vacinais de diversas maneiras. Nesse 

contexto, o adjuvante pode aumentar a imunogenicidade de antígenos pouco imunogênicos 
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(vacinas de subunidade), aumentar a velocidade e a duração da resposta imune, aumentar a 

avidez e especificidade de anticorpos, promover a indução da imunidade de mucosa, aumentar 

a resposta imune de indivíduos imunologicamente imaturos ou senescentes, ou reduzir a 

quantidade de antígeno utilizada (diminuindo custos) (Singh e Srivastava, 2003).  

O tipo de antígeno, a via de administração e as possíveis reações adversas (Petrovsk e 

Aguilar, 2004), são fatores importantes a serem considerados para a escolha correta de um 

adjuvante, o que é fundamental para o sucesso da imunização. Além disso, outro fator de 

grande relevância é o tipo de resposta imune que o adjuvante, a ser escolhido, induz, o que 

pode definir se a vacinação será ou não protetora. Assim, um antígeno considerado protetor, 

quando administrado com certo tipo de adjuvante, pode deixar de proteger, se associado a 

outro adjuvante que desencadeie uma resposta imune diferente. 

Os adjuvantes vêm sendo utilizados desde a década de 1920, quando Gaston Ramon 

observou que cavalos que desenvolviam abcesso no local da inoculação da vacina de toxóide 

diftérico geravam títulos mais altos de anticorpo (Ramon, 1925). Mais tarde, Ramon observou 

que a resposta imune também foi potencializada pela vacinação com o toxóide associado a 

outras substancias, tais como, saponina (Ramon, 1926). Desde então, vários adjuvantes têm 

sido testados em ensaios pré-clínicos. Porém, uma característica fundamental a ser 

considerada para um bom adjuvante é o fato de não ser tóxico ou não apresentar reações 

adversas significativas. Essas, quando presentes, limitam o uso de certos adjuvantes. As 

reações podem ser consideradas como locais (dor, inflamação, inchaço, necrose, formação de 

granuloma, ulceras ou abcessos), ou sistêmicas (náusea, febre, alergia, eosinofilia e toxicidade 

em órgãos específicos) (Petrovsk e Aguilar, 2004). Neste contexto, apesar de vários 

adjuvantes serem testados em ensaios pré-clínicos, muitos apresentam reações adversas 

consideráveis e, por isso, poucos são licenciados para o uso em seres humanos.  

 

1.6.1 Hidróxido de Alumínio - ALUM 

 

O Alum, ou Hidróxido de Alumínio, é o adjuvante mais utilizado em vacinas humanas 

e veterinárias, sendo o primeiro adjuvante a ser liberado para o uso em humanos (Gupta e 

Siber, 1995; Tagliabue e Rappuoli, 2008), sendo bem conhecido por induzir uma produção 

significativa de IL-4, desencadeando uma resposta Th2 e contribuindo para uma imunidade 

humoral (Audibert e Lise, 1993; Ulanova et al., 2001). 

Um dos primeiros mecanismos de ação descrito para o Alum seria um efeito resultante 

da formação de depósitos de Alum+antígeno no local da inoculação permitindo uma lenta 
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liberação do antígeno, o que prolongaria a interação entre o antígeno e as células do sistema 

imune (Gupta, 1998).  Porém, estudos realizados por Hutchison e colaboradores (2012), 

demostraram que a formação deste depósito não estaria relacionada ao efeito adjuvante de 

Alum, já que, em camundongos, a remoção cirúrgica do depósito de Alum, antes mesmo de 

duas horas após a inoculação, não afetou a resposta T e B antígeno-específica.   

Na tentativa de elucidar os fatores associados à imunoestimulação desencadeada por 

Alum, Kool e colaboradores (2008a), demostraram que o adjuvante é capaz de induzir a 

ativação de inflamassoma NALP3 em macrófagos e células dendríticas, de camundongos, 

permitindo a produção de IL-1β. O trabalho ainda demonstrou que camundongos deficientes 

em NLRP3 houve uma diminuição no recrutamento de células inflamatórias para o local da 

inoculação, além de haver uma diminuição na secreção de IL-1β.  

Já foi demostrado que o reconhecimento do Alum por células dendríticas não é 

mediado por receptores, mas que os lipídios da própria membrana plasmática se ligam ao 

Alum, o que induz a via de sinalização dependente de Syk e PI3K (Flach et al., 2011). A 

ativação da via PI3 quinase inibe a secreção de IL-12 por células dendríticas, o que pode 

explicar a limitada capacidade do Alum em induzir uma resposta Th1 (Mori et al., 2012). 

O Alum ainda é capaz de promover a necrose de células no local de sua inoculação, 

através da ruptura do lisossomo pela catepsina B (Jacobson et al., 2013),  promovendo a 

liberação de ácido úrico e DNA de dupla fita (Kool et al., 2008b; Marichal et al., 2011). A 

presença de DNA da célula no meio extracelular estimula a produção de IgE e IgG1 (Marichal 

et al., 2011). Além disso, a presença de DNA é importante para a interação de células T com 

as células dendríticas, já que a adição de DNAse diminui o número de células TCD4 e de 

IgG1 antígeno específicos (McKee et al., 2013). A liberação de ácido úrico é observada após 

a injeção de Alum, sendo que a resposta de células T específicas é prevenida pela adição de 

uricase. Monócitos e células dendríticas, na presença de ácido úrico, têm um importante papel 

na ativação destas células T específicas (Kool et al., 2008b). 

Geralmente, o Alum é um adjuvante bem tolerado, porém, algumas limitações de seu 

uso já foram descritas. A indução de altos níveis de IgE podem permitir o aparecimento de 

alergias (Gupta, 1998). Em indivíduos que tenham a função renal comprometida o uso do 

adjuvante pode promover o acumulo do metal no organismo, o que é extremamente tóxico 

(Petrovsk e Aguilar, 2004).  
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1.6.2 Adjuvante de Freund  

 

O adjuvante completo de Freund (CFA) foi descoberto por Jules Freund, em 1937, 

quando observou que a imunização de cobaias com uma mistura de óleo mineral e 

Mycobacterium tuberculosis morto foi capaz de induzir a produção de altos níveis de 

anticorpos (Gupta e Siber, 1995). Uma variação deste adjuvante é o chamado Adjuvante 

Incompleto de Freund (IFA), o qual não apresenta o Mycobacterium tuberculosis em sua 

composição.  

Apesar de representar um potente indutor da resposta imune Th1, o adjuvante de 

Freund apresenta uma resposta inflamatória intensa, que pode desencadear o aparecimento de 

vários efeitos colaterais, tais como, formação de granuloma, necrose e ulceração, no local da 

inoculação, atrofia muscular e até mesmo pneumonia embólica (Broderson, 1989; Shibaki e 

Katz, 2002). Por esta razão, o CFA não é permitido para o uso em humanos, sendo empregado 

estritamente na pesquisa científica. O IFA, no entanto, não induz reações adversas tão 

intensas, e por isso, tem sido utilizado em vacinas veterinárias e humanas (Jensen et al., 

1998). 

Em relação aos mecanismos de indução da resposta imune, o adjuvante completo de 

Freund pode promover a ativação do inflamassoma, causando a liberação de IL-1β através de 

um processo dependente de NRLP3. (Shenderov et al., 2010). Também já foi demonstrado 

que o peptídeoglicano, que é derivado de micobactéria, estimula o receptor NOD1 para primar 

células T antígeno-específicas e induzir produção de anticorpos o que, juntamente com a 

ativação dos receptores do tipo Toll, pode desencadear uma resposta mista Th1/Th2/Th17 

(Fritz et al., 2007).  

Ao observar a resposta imune desencadeada por micobactérias, componente 

fundamental do CFA, vários trabalhos relatam a indução de uma resposta Th1 caracterizada, 

principalmente, pela produção de IFN-γ, TNF-α e IL-12 por fagócitos mononucleares, células 

dendríticas, células NK e linfócitos TCD4 (Billiau e Matthys, 2001). 

 Ainda não estão claros os mecanismos de ativação da resposta relacionados ao 

adjuvante incompleto de Freund. Sabe-se que seu efeito pode estar associado a uma liberação 

lenta do antígeno por um longo tempo, visto que, no local da inoculação, o período de meia-

vida de um antígeno pode chegar até 90 dias (Herbert, 1968).  

 

 

 



Clarice Carvalho Alves  Tese - Introdução 
 

38 

1.6.3 Monofosfolipídeo A – MPL 

 

O MPL, monofosforail lipídeo A, é um adjuvante extremamente promissor, o qual é 

derivado do lipopolissacarídeo (LPS) de bactéria Gram-negativa Salmonella minnesota, R595 

(Ulrich e Myers, 1995). Este adjuvante conserva o poder adjuvante do LPS, porém, sem 

apresentar os efeitos adversos do mesmo.  

Em camundongos, o MPL permite que as células B e de macrófagos potencializem a 

capacidade de apresentarem antígenos, promovendo a proliferação das células T e induzindo a 

produção de IFN- IL-4 e IL-5 por essas células, in vitro (De Becker et al., 2000). In vivo, o 

MPL, induz a migração e maturação das células dendríticas (De Becker et al., 2000). Um 

trabalho, utilizando células dendríticas e linfócitos T de humanos, demonstrou que o MPL é 

capaz de: induzir a via de sinalização das MAP quinases pela ativação ERK1/2 e p38; induzir 

a ativação do fator de transcrição NF-κB (via TLR); ativar a maturação de células dendríticas 

através da indução da expressão das moléculas HLA-DR, CD80, CD86, CD40 e CD83; e 

induzir o aumento da expressão de CD40L em células T, através de seus receptores TLR 

(Ismaili et al., 2002). Corroborando com achados anteriores, um estudo realizado por Martin e 

colaboradores (2003), demonstrou que o MPL ativa monócitos humanos através de TLR2 e 

TLR4, estimulando a expressão das moléculas CD80 e CD86 e a produção das citocinas TNF-

α, IL-10 e IL-12. Além disso, o MPL induz a via de sinalização das MAP quinases pela 

ativação de ERK1/2 (via TLR2 e TLR4) e p38 (via TLR4), e permite a ativação do fator de 

transcrição NF-κB via TLR2 e TLR4 (Martin et al., 2003). 

Uma característica interessante do MPL é o fato de não induzir ativação da Caspase-1 

(Okemoto et al., 2006). A Casase-1 é uma enzima responsável por clivar os precursores das 

citocinas pró-inflamatórias IL-1β e IL-18. Apesar de o adjuvante ser capaz de estimular 

significativamente a produção da precursora pró-IL-1β em macrófagos, essas células não são 

capazes de secretar a IL-1β madura (Okemoto et al., 2006). Essa característica pode justificar 

a redução na toxicidade do MPL em relação ao LPS. Além disso, a descoberta de que o MPL 

tem seu mecanismo de ação associado à ativação do receptor TLR4 através do recrutamento 

do adaptador TRIF, e não de MyD88 (que é responsável por vários efeitos pró-inflamatórios), 

também pode explicar o efeito menos tóxico do adjuvante (Mata-Haro et al., 2007). Mais 

tarde, Embry e colaboradores (2011) demonstraram que a ativação de TLR4, mediada por 

TRIF, não é capaz de ativar a caspase-1, já que o MPL induz fracamente NLRP3, que 

depende de MyD88, diminuindo a ativação do inflamassoma e, consequentemente, da 

caspase1.  
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Em humanos, o MPL vem sendo utilizado na composição dos Sistemas Adjuvantes 

AS02, AS03 e AS04, os quais estão presentes nas vacinas para hepatite, papiloma vírus, 

herpes, malária, leishmaniose, dentre outras. (Tagliabue e Rappuoli, 2008; O’Hagan e De 

Gregorio, 2009; McKee, et al., 2010). Além disso, o adjuvante tem sido usado em vacinas 

para câncer e alergia, com perfil aceitável de efeitos adversos (Singh e Srivastava, 2003).   
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2 JUSTIFICATIVA 

 

Apesar de existirem vários antígenos candidatos a compor uma vacina para a 

esquistossomose, a capacidade dos mesmos de induzirem proteção tem sido avaliada apenas 

em camundongos em resposta à infecção, sendo, geralmente, o perfil de resposta Th1 

associado à proteção, o que nos leva a questionar se estes antígenos seriam realmente 

protetores em moradores de áreas endêmicas para a esquistossomose, população alvo da 

vacina. Pelo fato de sofrerem diversas infecções ao longo da vida e de serem sensibilizados 

por antígenos do parasito ainda no útero, moradores de áreas endêmicas apresentam um perfil 

imunológico distinto (Joseph et al., 2004; Walter et. al., 2006; Eloi-Santos et al., 1989). Seria, 

portanto, interessante realizar estudos destinados ao desenvolvimento de vacinas em modelos 

experimentais os quais já tenham tido contato com o parasita, através de uma primoinfecção. 

Um trabalho realizado por Tawfilk e Colley (1986) utilizando a imunização com cercárias 

irradiadas em camundongos previamente infectados e tratados, demonstrou uma boa indução 

de resistência à reinfecção, fato que demonstra a possibilidade de bons resultados em outros 

estudos de imunoterapia utilizando camundongos primoinfectados. 

Neste sentido, as proteínas Sm22.6 e Sm29, as quais estão relacionadas à resistência à 

infecção/reinfecção e que já demonstraram serem capazes de promover imunidade protetora 

contra o S. mansoni em camundongos C57BL/6 naive (sem prévia infecção/tratamento), 

seriam proteínas interessantes para serem avaliadas em modelos experimentais previamente 

infectados e tratados. A escolha das duas proteínas para serem avaliadas em ensaios com 

camundongos primoinfectados se justifica por desencadearem perfis imunológicos distintos 

em formulações vacinais protetoras. Enquanto a imunidade protetora induzida pelo Sm29r 

tem sido associada a um perfil Th1, a imunidade induzida pela Sm22.6r tem sido associada a 

um perfil misto Th1/Th2. 

Além disso, testar essas proteínas formuladas com diferentes adjuvantes também seria 

outro fator importante. Os adjuvantes MPL e Alum além de apresentarem a vantagem de 

serem licenciados para o uso em humanos, também estão relacionados a perfis imunológicos 

distintos. Enquanto o Alum induz uma resposta Th2, o MPL desencadeia uma resposta Th1.  
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3 OBJETIVOS 

 

 

OBJETIVO GERAL 

Testar a capacidade das proteínas recombinantes, Sm22.6 e Sm29 de Schistosoma 

mansoni, de induzirem imunidade protetora, em ensaios pré-clínicos em camundongos 

BALB/c naïve e infectados/tratados. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 

1. Avaliar o efeito da imunização com as proteínas recombinantes Sm22.6 ou Sm29 

associadas ao adjuvante de Freund em camundongos da linhagem BALB/c naïve (sem 

prévia infecção e tratamento), através da determinação do número de vermes 

recuperados por perfusão e do número de ovos presentes no fígado e intestino dos 

animais.  

 

2. Estabelecer o protocolo de imunização para os antígenos recombinantes Sm22.6r e 

Sm29r, associados ao adjuvante de Freund, em camundongos BALB/c 

infectados/tratados, avaliando o número de doses necessárias para induzir proteção, 

através da determinação do número de vermes recuperados por perfusão e do número 

de ovos presentes no fígado e intestino dos animais. 

 

3. Avaliar o efeito do uso dos adjuvantes Hidróxido de Alumínio (ALUM) e 

Monofosforil Lipídio A (MPL) no protocolo de imunização com a proteína Sm29r em 

camundongos BALB/c infectados/tratados, através da determinação do número de 

vermes recuperados por perfusão e do número de ovos presentes no fígado e intestino 

dos animais.  

 

4. Avaliar o perfil de resposta humoral induzido pela imunização com Sm22.6r ou Sm29r  

em camundongos BALB/c naïve e previamente infectados e tratados através da 

detecção das imunoglobulinas IgG, IgG1, IgG2a e IgE específicas.  
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5. Avaliar o reconhecimento das proteínas Sm22.6 e Sm29 nativas na superfície de 

esquistossômulos por anticorpos produzidos contra as proteínas recombinantes nos 

camundongos imunizados 

 

6. Avaliar o perfil de resposta celular induzido pela imunização com Sm22.6r ou Sm29r 

em camundongos BALB/c naïve e previamente infectados e tratados, determinando a 

produção das citocinas IFN-γ, TNF-α, IL-4, IL-10, IL-6, IL-2 e IL-17 em 

sobrenadante de cultura de esplenócitos através da técnica de CBA (Cytometric Bead 

Array), e a produção das citocinas IFN-γ, IL-4 e IL-10 pelas células TCD4+ através da 

marcação intracitoplasmática (camundongos imunizados com Sm29r+ Alum ou MPL) 

 

7. Caracterizar o perfil celular induzido pela imunização com Sm22.6r ou Sm29r em 

camundongos BALB/c naïve e previamente infectados e tratados, utilizando os 

marcadores de ativação: CD25, CD69 e CD86, e de memória imunológica: CD127, 

CD62L e CD27 em linfócitos B, TCD4+ e TCD8+.  
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Animais 

 

Foram utilizados camundongos fêmeas da linhagem BALB/c provenientes do Biotério 

de Produção (BIOT) do Cento de Pesquisas René Rachou (CPqRR), com aproximadamente, 6 

semanas de idade. Durante os experimentos, os animais foram mantidos no Biotério de 

Experimentação (BIOTEX) do CPqRR. 

Os procedimentos deste trabalho os quais necessitaram o uso de camundongos foram 

licenciados pela Comissão de Ética de Uso de Animais (CEUA) da FIOCRUZ, sob a licença 

nº LW-12/12 (Anexo 1). 

 

4.2 Cepa de Schistosoma mansoni 

 

Para a realização dos experimentos, foi utilizada a cepa LE (Belo Horizonte, Brasil) de 

Schistosoma mansoni (Sambon, 1907). A mesma foi fornecida pelo Moluscário do Centro de 

Pesquisas René Rachou (CPqRR), onde é mantida por passagem em caramujo Biomphalaria 

glabrata (Say, 1818) e camundongos Swiss ou BALB/c. As cercárias foram obtidas através da 

exposição de caramujos infectados à luz por 1 a 2 horas, a fim de permitir a liberação das 

mesmas.  

 

4.3 Clonagem, expressão recombinante e purificação Sm22.6 

 

 A clonagem, purificação do plasmídeo e a expressão da proteína Sm22.6 

recombinante foram realizadas segundo os procedimentos descritos por Pacífico e 

colaboradores (2006a). De maneira resumida, o gene Sm22.6 obtido de  uma biblioteca de 

cDNA de esquistossômulo de fase pulmonar foi subclonado no vetor de expressão bacteriano 

pMALc2 (New England Biolabs, Beverly, MA) e transformado em bactérias Escherichia coli 

DH5α. Tais bactérias foram fornecidas pelo Prof. Dr. Sérgio Costa do Laboratório de 

Bioquímica e Imunologia da UFMG. A expressão da proteína de fusão composta pela Sm22.6 

e pela proteína ligadora de maltose (MBP) foi induzida por 0,6 mM de IPTG, por 3 horas à 

37ºC sob 200rpm de agitação. Logo após, as bactérias foram centrifugadas a 4000 x g por 20 
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minutos. O pellet de bactérias foi ressuspendido em 100 mL de tampão salina fosfato (PBS, 

pH 8,4) contendo 25mg de lizosima, sendo congelado e descongelado por três vezes (-

70ºC/37ºC) para a lise das bactérias. Em seguida, o lisado foi submetido a três ciclos de 

sonicação de 30 segundos cada (30% de amplitude) e centrifugado a 4000 x g por 20 minutos. 

O sobrenadante contendo a proteína foi purificado através de cromatografia de afinidade 

utilizando resina de amilose (New England BioLabs). A proteína retida na resina de amilose 

foi eluída através da adição de uma solução de PBS contendo 10mM de maltose. Para a 

confirmação da expressão da proteína, um gel de poliacrilamida a 12% foi realizado com as 

frações eluídas. A proteína foi dosada utilizando o Kit BCA Protein Assay (Thermo Scientific 

Pierce, Rockford, IL, USA). 

 

4.4 Clonagem, expressão recombinante e purificação da proteína Sm29 

 

 A clonagem, purificação do plasmídeo e a expressão recombinante da proteína Sm29 

foram realizadas segundo os procedimentos descritos por Cardoso e colaboradores (2006a). 

Resumidamente, o cDNA que codifica a proteína Sm29 foi subclonado no vetor de expressão 

pET21a (Novagen, Madison, WI, USA) que codifica seis resíduos N-terminal de histidina. A 

construção foi utilizada para transformar Escherichia coli BL21, a qual foi fornecida pelo 

Prof. Dr. Sérgio Costa do Laboratório de Bioquímica e Imunologia da UFMG. A expressão da 

proteína da Sm29 foi induzida por 1mM de IPTG, por 4 horas à 37ºC sob 170rpm de agitação. 

Logo após, as bactérias foram centrifugadas (5000 x g por 20 minutos à 4ºC) e ressuspendidas 

em de tampão de lise (10mM Na2HPO4, 10mM NaH2PO4, 0.5M NaCl, 10mM imidazol). As 

bactérias foram lisadas através de 4 pulsos de sonicação de 30 segundos (30% de amplitude) 

com intervalo de 15 segundos entre os pulsos. O lisado de bactéria foi centrifugado (5000 x g 

por 20 minutos à 4ºC) e ressuspendido em tampão desnaturante (10mM Na2HPO4, 10mM 

NaH2PO4, 0.5M NaCl, 10mM imidazol e 8M uréia). Foi realizado novamente um ciclo de 

sonicação, como descrito anteriormente, e centrifugado a 5000 x g por 75 minutos a 4ºC. A 

Sm29r foi purificada por cromatografia de afinidade, em coluna de níquel (GE, Healthcare), 

sob condições desnaturantes, utilizando o equipamento AKTA (GE, Healthcare). Após 

purificação, a proteína foi dialisada contra solução de tampão PBS (phosphate-buffered 

saline) a 4ºC, over night, para sua renaturação. Para a confirmação da expressão da proteína, 

um gel de poliacrilamida a 15% foi realizado. A proteína foi dosada utilizando o Kit BCA 

Protein Assay (Thermo Scientific Pierce, Rockford, IL, USA). 
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 4.5 Infecção dos animais 

 

A infecção dos camundongos pelo S. mansoni foi realizada através da via percutânea. 

Para tanto, um dia antes da infecção, os camundongos tiveram os pelos da região abdominal 

removidos com o auxílio de uma gilete. Após a remoção dos pelos, os camundongos foram 

mantidos em gaiolas sem maravalha, contendo uma grade que os separava do fundo da gaiola 

onde ficam depositadas as fezes e urina dos mesmos. No momento da infecção, os animais 

foram anestesiados com uma mistura dos anestésicos Cloridrato de Xilasina (10mg/kg) e 

Cloridrato de Ketamina (115mg/Kg), via intraperitoneal, e imobilizados com as patas presas à 

mesa, com auxílio de esparadrapo. Em seguida, sobre o abdômen de cada animal, foi colocada 

uma placa de acrílico perfurada no centro onde foi depositado 200µl de uma solução 

contendo, aproximadamente, 30 cercárias (para a infecção dos animais anterior à imunização-

sensibilização), 50 cercárias (para a infeção dos animais após imunização com Sm22.6r) ou 

100 cercárias (para a infeção dos animais após imunização com Sm29r) de S. mansoni da cepa 

LE. O número de cercárias utilizadas na infecção dos animais pós-imunização se baseou nos 

trabalhos anteriores os quais avaliaram as proteínas Sm22.6r e Sm29r em protocolos de 

imunização utilizando animais da linhagem C57BL/6 naive (Pacífico et al., 2006a; Cardoso et 

al., 2008). Após o período de 1 hora, foram retirados o esparadrapo e a placa de acrílico, e os 

camundongos colocados de volta na gaiola sobre a grade de metal, conforme descrito 

anteriormente. Apenas no dia seguinte os camundongos foram colocados em gaiolas contendo 

maravalha.  

 

 4.6 Tratamento dos animais 

 

Quarenta e cinco dias após a primeira infecção, os animais foram tratados com duas 

doses de Praziquantel (PZQ) com um intervalo de cinco dias entre elas, na concentração de 

800mg/Kg/dose. Para tanto, comprimidos de PZQ foram pesados, macerados e diluídos em 

água levando-se em conta o cálculo do fator de correção (considerando-se apenas o princípio 

ativo, excluindo-se o excipiente). A droga foi administrada com auxílio de uma seringa de 

insulina acoplada a uma agulha especial para gavagem, em aço inox, com 3 cm de 

comprimento e 1,2 mm de diâmetro, permitindo que o líquido fosse injetado diretamente no 

estômago do animal. 
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4.7 Protocolo de imunização com as proteínas Sm22.6r e Sm29r 

 

4.7.1 Estabelecimento do protocolo de imunização 

 

A fim de estabelecer o número de doses da vacina necessárias para conferir proteção 

em animais primoinfectados, camundongos BALB/c foram divididos em nove grupos (para 

cada proteína recombinante). Os grupos foram submetidos a diferentes números de doses da 

vacina recebida, conforme mostra a tabela abaixo (Tabela 1): 

 

Tabela 1 – Grupos experimentais em protocolo de imunização com as proteínas Sm22.6r ou Sm29r 
 1ª 

Infecção 
Tratamento Imunização 

1ª dose 
Imunização 

2ª dose 
Imunização 

3ª dose 
2ª 

Infecção 
Grupo PBS IT  

uma dose 
+ + + - - + 

Grupo PBS IT 
duas doses 

+ + + + - + 

Grupo PBS IT 
 três doses 

+ + + + 
 

+ + 

Grupo Sm22.6 IT ou 
Sm29 IT 
uma dose 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
- 

 
- 

 
+ 

Grupo Sm22.6 IT ou 
Sm29 IT 

duas doses 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
- 

 
+ 

Grupo Sm22.6 IT ou 
Sm29 IT 

 três doses 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
Grupo controle 1ª infecção 

 
+ 

 
- 

 
- 

 
- 

 
- 

 
- 

 
Grupo controle tratamento 

 
+ 

 
+ 

 
- 

 
- 

 
- 

 
- 

 
Grupo controle 2ª infecção 

 
- 

 
- 

 
- 

 
- 

 
- 

 
+ 

IT – infectado/tratado 

Quinze dias após o tratamento, os animais receberam a primeira dose da vacina. Os 

grupos imunizados com Sm22.6r ou Sm29r, receberam 25µg da proteína/animal/dose, sendo o 

intervalo entre as imunizações, nos grupos que receberam reforço, de quinze dias entre as 

doses. Na primeira dose, os camundongos foram imunizados juntamente com Adjuvante 

Completo de Freund (CFA), já nas doses subsequentes, foi utilizado o Adjuvante Incompleto 

de Freund (IFA).  

A fim de avaliar a eficácia das infecções, dois grupos controles foram utilizados neste 

protocolo. O primeiro foi infectado juntamente com a primeira infecção dos grupos 

experimentais e o segundo foi infectado juntamente com a segunda infecção dos grupos 

experimentais, após as imunizações. Além disso, um grupo controle do tratamento, infectado 
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e tratado juntamente com os grupos experimentais, foi utilizado para avaliar a eficácia do 

tratamento realizado. 

O esquema a seguir ilustra a estratégia experimental utilizada (Figura 1). 

 

 

 

 

 

 
 Figura 1 – Estratégia experimental segundo o número de imunizações: uma dose (a), duas doses (b) ou 

três doses (c). 
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Pelo fato das proteínas Sm22.6r e Sm29r nunca terem sido testadas em protocolos 

vacinais utilizando camundongos BALB/c naïve, este trabalho também objetivou avaliar o 

efeito protetor da imunização nesta linhagem, a fim de comparar com os resultados 

encontrados nos animais infectados/tratados e imunizados. Para tanto, camundongos BALB/c 

naïve foram divididos em três grupos: Sm22.6, Sm29 e PBS, os quais receberam três doses da 

formulação vacinal contendo as proteínas Sm22.6r, Sm29r e PBS, respectivamente, em 

associação ao adjuvante de Freund . Na primeira dose, os camundongos foram imunizados 

juntamente com Adjuvante Completo de Freund (CFA), já nas doses subsequentes, foi 

utilizado o Adjuvante Incompleto de Freund (IFA). 

 

4.7.2 Protocolo de imunização com os adjuvantes ALUM e MPL  

 

O potencial imunoprotetor da Sm29r também foi avaliado utilizando outros dois 

adjuvantes: o Hidróxido de Alumínio (ALUM) e o Monofosforil Lipídeo A (MPL) de 

Salmonella minesota R595 (InvivoGen), os quais são aprovados para o uso em seres 

humanos. Para isso, camundongos BALB/c previamente infectados e tratados, foram 

divididos em quatro grupos: PBS ALUM, Sm29 ALUM, PBS MPL e Sm29 MPL, os quais 

receberam três doses da formulação vacinal contendo, respectivamente, PBS + ALUM 

(1,3mg/animal); Sm29r (25µg/animal) + ALUM (1,3mg/animal); PBS + MPL (10µg/animal) 

e Sm29r (25µg/animal) + MPL (10µg/animal).  

 

4.8 Perfusão animais 

 

Cinquenta dias após a infecção dos grupos imunizados e controle da infecção, ou 15 

dias após o tratamento no grupo controle do tratamento, foi realizada a perfusão dos animais 

para a avaliação da carga parasitária. Os camundongos foram eutanasiados por descolamento 

cervical, e os vermes recuperados do sistema porta hepático por perfusão das veias 

mesentéricas, segundo a técnica descrita por Pellegrino e Siqueira (1956). Os vermes 

recuperados foram contados com auxílio de uma lupa, separando-os em machos e fêmeas. 

Nos grupos experimentais, o nível de proteção foi calculado comparando o número de vermes 

recuperados nos grupos imunizados com as proteínas recombinantes: Sm22.6 IT, Sm29 IT, 

Sm22.6, Sm29, Sm29 ALUM ou Sm29 MPL, com o número de vermes obtidos nos seus 

respectivos grupos controles: PBS IT, PBS, PBS ALUM ou PBS MPL, através da formulada 

descrita: 
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onde: NP = nível de proteção;  

VRGC = vermes recuperados no grupo controle (PBS);  

VRGE = vermes recuperados nos grupos experimentais. 

 

4.9 Contagem do número de ovos e avaliação histopatológica 

 

Durante a perfusão foram retirados o fígado e o intestino de cada camundongo dos 

grupos imunizados, a fim de determinar o número de ovos presentes nestes. Os órgãos foram 

pesados e acondicionados em tubos cônicos contendo solução de KOH 10% por 16 horas, a 

4ºC. No dia seguinte, os mesmos foram incubados à 37ºC durante trinta minutos em banho-

maria. Então, os órgãos digeridos foram centrifugados por cinco minutos a 900 x g, o 

sobrenadante descartado e o sedimento ressuspendido em salina 0,85%. Esta etapa foi 

repetida por três vezes. Após a última centrifugação, o sedimento foi ressuspendido em 1mL 

de salina 0,85% e o número de ovos foi contado com o auxílio de um microscópio de luz. 

Foram realizadas três contagens de 10 µL da solução de cada órgão a fim de se determinar o 

número de ovos por grama de órgão.  

Partes do fígado dos animais do grupo Sm29 IT e de seu controle também foram 

coletados após perfusão para avaliação histopatológica. Esses foram fixados com formalina 

10%, desidratados em concentrações crescentes de etanol, clarificados com xilol, 

impregnados em parafina e seccionados por micrótomo em cortes, os quais foram corados 

com Hematoxilina e Eosina (HE) para observação dos granulomas. Para determinar a área dos 

granulomas foram escolhidos, de maneira aleatória, 100 granulomas, aproximadamente, de 

cada grupo (10 granulomas/animal) no estágio exsudativo. Os granulomas foram medidos 

utilizando o software de análise de imagens AxionVision 4.8 (Carl Zeiss MicroImaging 

GmbH, Germany), sendo a área total de cada granuloma expressa em micrômeros quadrados 

(µm2). 

 

4.10 Avaliação do perfil de resposta humoral de camundongos imunizados 

 

NP = VRGC – VRGE X 100 

      VRGC 
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Para determinar o perfil de resposta humoral de camundongos imunizados, foram 

coletadas amostras de sangue dos animais após infecção, tratamento e imunizações (para os 

animais infectados, tratados e imunizados com as proteínas Sm22.6r ou Sm29r + Freund), ou 

após as imunizações (para os camundongos naïve imunizados com Sm22.6r ou Sm29r + 

Freund, e para os animais infectados, tratados e imunizados com Sm29r + ALUM ou MPL). 

Foram retirados, aproximadamente, 200 μL de sangue através do plexo retro orbital, com o 

auxílio de uma pipeta Pasteur de vidro. Tais amostras foram incubadas por 30 minutos, à 

temperatura ambiente (TA) e, então, centrifugadas (3220 x g/5min.) para a obtenção do soro. 

Os soros foram congelados em freezer (-20ºC) e, em seguida, utilizados em ensaios de ELISA 

para a dosagem dos anticorpos IgG, IgG1, IgG2a e IgE específicos para Sm22.6r e Sm29r.  

Para a realização do ELISA, placas de microensaio de 96 poços (Nunc- Maxsorp) 

foram sensibilizadas com Sm22.6r ou Sm29r na concentração de 5 µg/mL (para IgG, IgG1 e 

IgG2a) ou 1 µg/mL (para IgE), em tampão carbonato-bicarbonato, pH 9.6 por 12 a 16 horas à 

4ºC. As placas, então, foram lavadas (300 µL/poço) com PBST20 (phosphate-buffered saline e 

Tween 20) por três vezes e bloqueadas, com 300 µL/poço de PBST20 acrescentado por 3% de 

Soro Fetal Bovino (FBS, GIBCO, USA), por 2 horas à temperatura ambiente (IgG, IgG1 e 

IgG2a) ou com PBST20 acrescido de 3% de leite em pó desnatado por 16 horas à 4º (IgE). 

Depois do bloqueio, as placas foram novamente lavadas e foram adicionadas amostras de 

soros, em duplicata, diluídas em PBST20 nas seguintes proporções (Tabela 2). 

 
Tabela 2 – Diluição dos soros 
 
 
 

Diluição do soro de 
camundongos infectados/ 
tratados e imunizados  
com Sm29r, Sm22.6r  
ou PBS + Freund 

Diluição do soro de 
camundongos 
naïve imunizados com 
Sm29r, Sm22.6r ou  
PBS + Freund 

Diluição do soro de 
camundongos infectados/ 
tratados e imunizados com 
Sm29r ou PBS + ALUM ou 
MPL 

IgG 1:1.000 (ensaio Sm29 e 
controle PBS) 
1:600 (ensaio Sm22.6 e 
controle PBS) 

1:200 (ensaios Sm22.6, 
Sm29 e controles PBS) 

1:1.000 (ensaios Sm29 e 
controles PBS) 

IgG1 1:1.000 (ensaios Sm22.6, Sm29 
e controles PBS) 

1:200 (ensaios Sm22.6, 
Sm29 e controles PBS) 

1:1.000 (ensaios Sm29 e 
controles PBS) 

IgG2a 1:100 (ensaio Sm29 e controle 
PBS) 
1:400 (ensaio Sm22.6 e 
controle PBS) 

1:200 (ensaios Sm22.6, 
Sm29 e controles PBS) 

1:1.000 (ensaios Sm29 e 
controles PBS) 

IgE 1:40 (ensaios Sm29, Sm22.6 e 
controles PBS) 

não foi realizado 
ensaio para avaliação 
de IgE nestes animais 

1:40 (ensaios Sm29 e controles 
PBS) 

 

As diluições dos soros foram padronizadas através da realização de ensaios utilizando 

diluições seriadas de um pool de soro para cada grupo imunizado. Cem microlitros dos soros 

diluídos foram pipetados em cada poço e as placas foram incubadas por 1 hora à temperatura 
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ambiente. Após nova etapa de lavagem, 100 µL por poço dos anticorpos anti-IgG (Southern 

Biotech), anti-IgG1 (Southern Biotech), anti-IgG2a (Southern Biotech) de camundongo, 

conjugados à peroxidase, diluídos em PBST20, respectivamente, a 1:10.000, 1:10.000 e 

1:8.000 foram adicionados às placas por 1h à temperatura ambiente. Para IgE, as placas foram 

incubadas com um anticorpo anti-IgE de camundongo, conjugado à biotina, na diluição de 

1:250 (por 1h à TA). Depois de as placas serem lavadas, foi adicionado avidina conjugada à 

peroxidase (1:250) por trinta minutos. A reação de revelação das placas foi iniciada com a 

adição de 100 µL/ poço do substrato tetrametilbenzidina-TMB (Invitrogen), e parada com 50 

µL/ poço de ácido sulfúrico a 5%. As placas foram lidas a 450 nm em leitor de ELISA. 

 

4.11 Reconhecimento das proteínas Sm22.6 e Sm29 na superfície do parasito por 

anticorpos de animais imunizados 

 

Para avaliar a expressão das proteínas Sm22.6 e Sm29 na superfície do parasito, 

esquistossômulos recém-transformados foram incubados com soro de camundongos BALB/c 

naïve imunizados com três doses de Sm22.6r ou Sm29r associados ao adjuvante de Freund. 

Cercárias foram mecanicamente transformadas em esquistossômulos como descrito 

anteriormente (Ramalho-Pinto et al., 1974), com algumas modificações. Em resumo, as 

cercárias foram incubadas em gelo por 30 min., centrifugadas (1800 x g/3 min./4ºC), e 

ressuspendidas em meio Glasgow (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) gelado com 1% de 

penicilina/estreptomicina e 10% de soro fetal bovino. As caudas das cercárias foram 

quebradas após serem vortexadas por 2 min. na velocidade máxima e foram removidas 

através de vários ciclos de lavagem com meio Glasgow. Os esquistossômulos foram 

cultivados por 3 horas a 37ºC em meio. Logo após, os esquistossômulos foram incubados com 

o soro de camundongos imunizados e anti-IgG de camundongo conjugado à FITC, como 

descrito anteriormente (Melo et al., 2014). Resumidamente, os esquistossômulos (20/poço) 

foram lavados três vezes com meio DMEM após serem centrifugados a 1800 x g por 5 min. 

Logo após, os parasitas foram fixados com PBS + 1% de formaldeído por 1h/4Cº. Os 

esquistossômulos foram lavados três vezes com PBS e incubados com RPMI por 30 min. e 

com PSB + 1% de BSA por mais 30 min. Após três ciclos de lavagem, os esquistossômulos 

foram incubados (overnight a 4º) com soro de camundongos imunizados com 

Sm22.6r+CFA/IFA ou Sm29r+CFA/IFA ou inoculados com PBS+CFA/IFA, diluídos em 

PBS (1:50). Os esquistossômulos, então, foram lavados por três vezes com PBS + 1% de 

BSA, incubados com RPMI por 30 min., lavados com PBS (3x) e incubados novamente com 
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PBS + 1% de BSA por 30 min. Finalmente, os parasitos foram incubados com um anti-IgG de 

camundongo conjugado à FITC por 2 horas ao abrigo de luz e lavados novamente com PBS 

(3x). A ligação dos anticorpos na superfície dos esquistossômulos foi avaliada por 

microscópio de fluorescência. A intensidade de fluorescência detectada no tegumento dos 

esquistossômulos foi medida utilizando o software ImageJ e a análise da fluorescência foi 

determinada como descrito anteriormente (Burgess et al., 2010). 

 

4.12 Avaliação do perfil de resposta celular de camundongos imunizados 

 

Baço dos camundongos dos grupos Sm22.6 IT, Sm29 IT, PBS IT, Sm22.6, Sm29, 

Sm29 ALUM, Sm29 MPL, PBS ALUM e PBS MPL, bem como, de camundongos infectados 

e tratados (controle do experimento) foram obtidos após eutanásia dos animais, sete dias após 

a terceira imunização ou cinquenta dias pós tratamento. O baço de cada camundongo foi 

retirado em capela de fluxo laminar e depositado em salina estéril gelada. Os órgãos, então, 

foram macerados, centrifugados (4°C, 10 min., 394 x g) e as hemácias lisadas com ACK por 5 

minutos. Os esplenócitos foram lavados com salina estéril, novamente centrifugados e 

ressuspendidos com 1 mL de meio RPMI 1640, suplementado com 10% de SFB e 3% de 

antibiótico (Penicilina e Estreptomicina). Os esplenócitos de cada camundongo foram 

contados em Câmara de Neubauer, sendo a viabilidade das células observadas pelo uso do 

corante Azul de Tripan (0,4%). As células obtidas foram distribuídas em placas de cultura de 

96 poços com fundo em “U” na concentração de 1 X 106 células e mantidas em cultura a 37ºC 

a 5% de CO2 na presença de estímulos (ConA (5µg/mL) ou anti-CD3 (1µg/mL) como 

controles positivos e Sm22.6r (25µg/mL) ou Sm29r (25µg/mL)) ou não estimuladas (meio 

RPMI). Após 24 e 72 horas, o sobrenadante das células foi coletado e armazenado em freezer 

-70ºC para serem utilizados posteriormente. Foram quantificados os níveis das citocinas IL-2, 

IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, IFN-ɣ e TNF-α produzidas em cultura através da técnica Cytometic 

Bead Array, CBA (BD Pharmingen, E.U.A.), utilizando o Kit CBA Th1/Th2/Th17 específico 

para camundongos.  

O CBA foi realizado de acordo com o protocolo do fabricante, porém, com algumas 

modificações. Alíquotas de 25µL de cada amostra, bem como, 25µL do controle negativo do 

kit, foram incubadas com 21µL da mistura das sete beads (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, 

IFN-γ e TNF-α) e 17µL do reagente de detecção marcado com PE, por 3 horas à temperatura 

ambiente e ao abrigo de luz. Assim como as amostras, também foram incubadas alíquotas do 

padrão de citocinas do kit, diluídas previamente, por diluição seriada, partindo de uma 
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concentração de 5000 pg/mL até 20 pg/mL. Após o período de incubação, os tubos foram 

centrifugados (340 x g/7 min./18ºC), o sobrenadante foi descartado e as amostras adquiridas 

em citômetro de fluxo (FACScalibur, BD, E.U.A). De acordo com o kit, o limite de detecção 

de cada citocina é de: IL-2 (0,1 pg/mL), IL-4 (0,03 pg/mL), IL-6 (1,4 pg/mL), IL-10 (16,8 

pg/mL), IL-17 (0,8 pg/mL), IFN-γ (0,5 pg/mL) e TNF-α (0,9 pg/mL). Os dados foram 

analisados através do Software FCAP Array (Becton Dickinson). 

Os esplenócitos obtidos dos animais dos grupos Sm29 ALUM, Sm29 MPL, PBS 

ALUM e PBS MPL também foram utilizados para marcação intracitoplasmática das citocinas 

IL-4, IFN-γ e IL-10. Para tanto, as células foram distribuídas em placas de cultura de 96 poços 

com fundo em “U” na concentração de 0,5 X 106 células e mantidas em cultura a 37ºC e 5% 

CO2 em Meio (RPMI), na presença do estímulo anti-CD3 - controle positivo (1µg/mL), 

Sm29r (25µg/mL) por 18 horas. A secreção de citocinas foi impedida pela adição de 

Brefeldina A (1µg/mL) à cultura por 4h. Posteriormente, as células foram centrifugadas (387 

x g/ 7 min.), retirado o sobrenadante, e os receptores para FCɣ, CD16/CD32, foram 

bloqueados pela adição de anticorpos anti-CD16/CD32 de camundongo (BD Pharmingen). 

Então, as células foram lavadas com PBS (Sigma), centrifugadas (387 x g/ 7 min.) e 

incubadas, por 15 minutos a 4ºC, com anticorpo anti-CD4 de camundongo conjugado à FITC 

(BD-Pharmingen, clone GK1.5), anti-CD3 conjugado à Biotina (BD-Pharmingen, clone 

500A2), anti-CD44 conjugado à Alexa 700 (eBioscience, clone IM7). As células, então, 

foram lavadas e foi adicionado a estreptavidina CF594 (diluição 1:800) por 15 min. à 

temperatura ambiente. As células foram lavadas com PBS (Sigma), e depois, fixadas e 

permeabilizadas com uma solução Fixation/Permeabilization do Kit BD Cytofix/Cytoperm 

(BD), por 20 min. a 4°C. Logo após, as células foram incubadas por 30 minutos, à 

temperatura ambiente, com anticorpos monoclonais anti-IL-4 conjugado à PE (BD-

Pharmingen, clone 11B11), anti-IFN-γ conjugado à eFluor450 (eBioscience, clone XMG1.2) 

e anti-IL-10 conjugado à APC (BD-Pharmingen, clone JES5-16E3). Os esplenócitos foram 

lavados com a solução Perm/Wash buffer do Kit Cytofix/Cytoperm (BD) e, então, adquiridos 

no citômetro de fluxo BD LSRFortessa (Becton Dickinson, San José, CA). Os dados foram 

analisados usando o software FlowJo 7.6.3 (Tree Star, Ashland). A Figura 2 ilustra a 

estratégia de análise utilizada.  
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Figura 2 – Estratégia de análise da marcação das citocinas intracitoplasmáticas.  Na análise, os doblets 
(células em dupla) foram eliminados através da criação de um gate dentro do dot-plot FSC-A x FSC-H. A seguir, 
as eventuais bolhas detectadas durante a aquisição foram eliminadas através da criação de um gate dentro do dot-
plot time x SSC-H. Então, a população de linfócitos foi selecionada dentro do dot-plot SSC-A (complexidade 
citoplasmática) X FSC-A (tamanho). Dentro da população de linfócitos, as células CD3+CD4+ foram 
selecionadas e dentro desta região as células CD4+CD44hi foram escolhidas. O percentual de células duplo 
positivas para CD4 e IL-10, CD4 e IL-4 ou CD4 e IFN-ɣ foi determinado dentro do gate das células 
CD4+CD44hi (A). Dentro da população CD4+CD44hi também foi realizada uma análise de “boolean gating” para 
as citocinas, o que permite a combinação dos gates, a fim de avaliar a produção de diferentes citocinas pela 
mesma célula. Na análise foram consideradas as populações Th1 (IFN-γ+/IL-4-/IL-10-), Th1/IL-10 (IFN-γ+/IL-4-

/IL-10+), Th2 (IFN-γ-/IL-4+/IL-10-), Th2/IL-10 (IFN-γ-/IL-4+/IL-10+) e Tr1 (IFN-γ-/IL-4-/IL-10+) (B).  
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4.13 Avaliação imunofenotípica de camundongos imunizados 

 

Além da avaliação dos níveis de citocinas produzidos em camundongos imunizados, 

também foi avaliado o fenótipo das células TCD4, TCD8, células B e macrófagos quanto a 

alguns marcadores de ativação e memória, para os animais dos grupos Sm22.6 IT, Sm29 IT, 

PBS IT, Sm22.6 e Sm29; e quanto à marcadores de células B e TCD4 de memória para os 

grupos Sm29 ALUM, PBS ALUM, Sm29 MPL e PBS MPL. Para tanto, os esplenócitos 

obtidos dos camundongos de cada grupo, foram processados como descrito anteriormente 

para o ensaio de marcação de citocinas intracitoplasmáticas. As células foram plaqueadas na 

concentração de 0,5 x 106 e seus receptores para FCɣ foram bloqueados pela adição de 

anticorpos anti-CD16/CD32 de camundongo (BD Pharmingen). Posteriormente, as células 

foram lavadas com PBS (Sigma), centrifugadas (387 x g/ 7 min.) e incubadas, por 15 minutos 

a 4ºC, com os seguintes anticorpos: anti-CD4 (BD-Pharmingen, clone GK1.5), anti-CD8 (BD-

Pharmingen, clone 53-6.7), anti-F4/80 (eBioscience, clone BM8) conjugados à FITC; anti-

CD69 (eBioscience, clone H1.2F3), anti-CD86 (Accurate Chemical and Scientific 

Corporation, Westbury, NY, USA) e anti-CD4 (BD-Pharmingen, clone GK1.5) conjugados à 

PE; anti-CD27 (eBioscience, clone LG.7F9), anti-CD3 ((BD-Pharmingen, clone 500A2) e 

anti-CD25 (BD-Pharmingen, clone 7D4) conjugados a Biotina; anti-CD19 (BD-Pharmingen, 

clone 1D3) e anti-CD127 (BD-Pharmingen, clone A7R34) conjugados a PECy7; anti-CD44 

(BioLegend, clone IM7) conjugado à Pacific Blue; anti-CD62L (BioLegend, clone MEL-14) 

conjugado à APC/Cy 7; anti-CD44 (e-Bioscience, clone IM7) e anti-CD62L (BD-

Pharmingen, clone MEL-14) conjugado à Alexa 700.  

 Após o período de incubação, as células foram lavadas com PBS (0,15M), BSA 

(0,5%) e NaN3 (2mM) e foi adicionado a estreptavidina APC (diluição de 1:200), APC/Cy 7 

(diluição 1:1000) ou CF584 (diluição 1:800),  nos poços onde os esplenócitos foram marcados 

com anticorpos conjugados à biotina, de acordo com cada combinação. Após 20 minutos, as 

células foram lavadas e fixadas com formaldeído 2%. As células foram adquiridas no 

citômetro de fluxo BD LSRFortessa (Becton Dickinson, San José, CA) e os dados foram 

analisados usando o software FlowJo 7.6.3 ou FlowJo vX.0.7 (Tree Star, Ashland).  

Os quadros abaixo mostram as combinações dos anticorpos utilizados para a marcação 

das células (Quadro 1 e Quadro 2) e figuras seguintes representam as estratégias de análise 

empregadas na avaliação dos fenótipos de ativação (Figura 3) memória (Figura 4). 
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Quadro 1 – Anticorpos utilizados na avaliação imunofenotípica dos grupos Sm22.6 IT, Sm29 IT, PBS IT, 
Sm22.6 e Sm29. 

 Anticorpo 
Monoclonal 

Fluorocromo 
 

Principais células que 
expressam 

Função 

 
 
 
 

Marcação 
linfócitos 

TCD4 
ativados 

Anti- CD4 FITC Linfócitos T auxiliares, 
monócitos e macrófagos 

Co-receptor de MHC de classe 
II; 

Anti-CD25 Biotina/ 
Estreptavidina 

APC 

Células T e B ativadas, 
macrófagos ativados 

Forma complexo com receptor 
de IL-2 de alta afinidade IL-2R 
βγc; Crescimento de células T 

Anti-CD69 PE Células T e B ativadas, 
macrófagos e células NK 

Molécula de ativação de 
leucócitos. 

Está relacionada à ativação 
recente 

 
 
 

Marcação 
linfócitos 

TCD8 
ativados 

Anti-CD8 FITC Linfócitos T citotóxicos Co-receptor de MHC de classe 
I 

Anti-CD25 Biotina/ 
Estreptavidina 

APC 

Células T e B ativadas, 
macrófagos ativados 

Forma complexo com receptor 
de IL-2 de alta afinidade IL-2R 
βγc; Crescimento de células T 

Anti-CD69 PE Células T e B ativadas, 
macrófagos e células NK 

Molécula de ativação de 
leucócitos. 

Está relacionada à ativação 
recente. 

 
Marcação 
linfócitos 

B ativados 

Anti-CD19 PE-Cy7 Linfócitos B Papel na ativação de células B 

Anti-CD86 PE Células B e monócitos Co-estimulador para ativação 
de linfócitos T, ligante de 

CD28 e CTLA-4 
 
 
 
 

Marcação 
macrófago
s ativados 

Anti-F4/80 FITC Macrófagos Sua função ainda não está 
totalmente elucidada. Estudos 

recentes demonstram que a 
molécula tem papel no 

desenvolvimento de tolerância 
imunológica 

Anti-CD86 PE Células B e monócitos Co-estimulador para ativação 
de linfócitos T, ligante de 

CD28 e CTLA-4 
 
 
 

Marcação 
de 

linfócitos 
T de 

memória 

Anti- CD4 PE 
 

Linfócitos Adesão (se liga ao MHC II); 
transdução de sinal. 

Anti-CD8 FITC Linfócitos Adesão (se liga ao MHC I); 
transdução de sinal. 

Anti-CD44 Pacific Blue 
 

Leucócitos e eritrócitos Principal função como receptor 
de “homing” celular; Receptor 
para componentes da matriz 
(ex. ac. Hialurônico); impede 
ativação de Fas/Fas ligante. 

Anti-CD127 PE-Cy7 Linfócitos T e B Receptor de IL-7 
Anti-CD62L Alexa 700 

 
Linfócitos T e outros 

leucócitos 
Adesão leucócito-endotélio; 
“homing” de células para os 

linfonodos periféricos. 
Marcação 
linfócitos 

B de 
memória 

Anti-CD19 Pe-Cy7 Linfócitos B Papel na ativação de células B 

Anti-CD27 Biotina/ 
Estreptavidina 

APC 

Células T maduras e 
células B de memória 

Receptor de célula B 
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Quadro 2 – Anticorpos utilizados na avaliação imunofenotípica dos grupos Sm29 ALUM, PBS ALUM, Sm29 
MPL e PBS MPL. 

 Anticorpo 
Monoclonal 

Fluorocromo 
 

Principais células que 
expressam 

 

Função 

 
 
 
 

Marcação 
de 

linfócitos 
T de 

memória 

Anti- CD4 FITC Linfócitos Adesão (se liga ao MHC II); 
transdução de sinal 

Anti-CD44 Alexa700 Leucócitos e eritrócitos Principal função como receptor 
de “homing” celular; Receptor 
para componentes da matriz 
(ex. ac. Hialurônico); impede 
ativação de Fas/Fas ligante 

Anti-CD127 PE-Cy7 Linfócitos T e B Receptor de IL-7 
Anti-CD62L APC/Cy7 Linfócitos T e outros 

leucócitos 
Adesão leucócito-endotélio; 
“homing” de células para os 

linfonodos periféricos 
Anti-CD3 Biotina/ 

Estreptavidina 
CF584 

Linfócitos T Co-receptor de células T que 
interage com a molécula TCR 

para ativação dos linfócitos 
 
 

Marcação 
linfócitos 

B de 
memória 

Anti-CD19 Pe-Cy7 Linfócitos B Papel na ativação de células B 

Anti-CD27 Biotina/ 
Estreptavidina 

APC 

Células T maduras e 
células B de memória 

Receptor de célula B 

Anti-CD3 FITC Linfócitos T Co-receptor de células T que 
interage com a molécula TCR 

para ativação dos linfócitos 
 

 
Figura 3 - Estratégia de análise da marcação dos linfócitos e macrófagos ativados.  Na análise dos linfócitos 
ativados (A), os doblets (células em dupla) foram eliminados através da criação de um gate dentro do dot-plot 
FSC-A x FSC-H. A seguir, as eventuais bolhas detectadas durante a aquisição foram eliminadas através da 
criação de um gate dentro do dot-plot time x SSC-A. Então, a população de linfócitos foi selecionada dentro do 
dot-plot SSC-A (complexidade citoplasmática) X FSC-A (tamanho). A partir daí, três populações de linfócitos 
foram selecionadas: linfócitos T citotóxicos - CD8+, linfócitos T auxiliares - CD4+ e linfócitos B - CD19+. 
Dentro das populações de células CD4+ e CD8+ foram selecionadas as populações positivas para CD25 ou CD69 
(soma dos quadrantes Q1+Q2 ou Q2+Q4). Dentro do gate de linfócitos CD19+, foi selecionada a população 
duplo positiva para CD19 e CD86 (A). Para a análise de macrófagos ativados (B), após a eliminação das 
eventuais bolhas detectadas durante a aquisição (dentro do dot-plot time x SSC-A), foi selecionada a população 
duplo positiva para F4/80 e CD86 (B). 
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Figura 4 - Estratégia de análise da marcação dos linfócitos de memória. Para a análise da marcação dos 
linfócitos T de memória (A e B), os doblets (células em dupla) foram eliminados através da criação de um gate 
dentro do dot-plot FSC-A x FSC-H. A seguir, as eventuais bolhas detectadas durante a aquisição foram 
eliminadas através da criação de um gate dentro do dot-plot time x SSC-A. Então, a população de linfócitos foi 
selecionada dentro do dot-plot SSC-A (complexidade citoplasmática) X FSC-A (tamanho). Na população dos 
linfócitos foram selecionadas as células CD4+ e CD8+ (A) ou as células duplo positivas para CD4 e CD3 (B). As 
células duplo positivas para CD4 ou CD8 e CD44hi foram selecionadas, sendo que dentro dessa população as 
células CD127+ e CD62low representaram as células CD4 ou CD8 de memória efetora, e a população CD127+ e 
CD62hi representaram as células CD4 ou CD8 de memória central (A e B). Dentro da população dos linfócitos 
também foram selecionadas as células positiva para CD19 (C) ou CD19+CD3- (D), sendo que dentro destas 
populações, foram considerados os linfócitos CD19+ e CD27+ (C e D). As análises descritas em (A) e (C) foram 
realizadas para os grupos Sm22.6 IT, Sm29 IT, PBS IT, Sm22.6 e Sm29, e as análises descritas em (B) e (D) 
para os grupos Sm29 ALUM, PBS ALUM, Sm29 MPL e PBS MPL. 

 

4.14 Análise estatística 

 

As análises estatísticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 5.0 

(San Diego, Ca, USA). Antes de realizar as análises, os dados foram submetidos ao teste de 

normalidade de D’Agostino e Pearson. Os resultados que apresentaram distribuição normal 

foram analisados utilizando: análise de variância, seguida dos testes de comparações múltiplas 

de Tukey, quando as comparações envolveram mais de duas variáveis. O teste T de student 

foi empregado quando comparadas somente duas variáveis, sendo consideradas significativas 

as diferenças com o valor de p < 0,05. 
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Os resultados que não apresentaram distribuição normal foram analisados através do 

teste não paramétrico Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de comparações múltiplas de Dunn, 

quando as comparações envolveram mais de duas variáveis. O test Mann-Whitney foi 

empregado quando comparadas somente duas variáveis. Para tais testes foi considerado 

significativa as diferenças com o valor de p < 0,05. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Avaliação parasitológica: determinação da carga parasitária e do número de ovos 

presentes no fígado e intestino dos animais imunizados 

 

5.1.1 Grupos Sm22.6 IT, Sm29 IT e PBS IT 

 

 Camundongos infectados, tratados e imunizados com uma, duas ou três doses da 

proteína Sm22.6r ou Sm29r + adjuvante de Freund, após reinfecção, foram perfundidos, 

juntamente com os grupos controle, para determinação do número de vermes recuperados.  

Independente do número de doses recebidas, em nenhum dos grupos houve redução da 

média do número de vermes recuperados no grupo imunizado com Sm22.6 em relação grupo 

inoculados com PBS. Entre os grupos controle da infecção e do tratamento foi observada uma 

redução significativa no número de vermes no grupo tratado, demonstrando a ação do 

tratamento (Figura 5 a,b,c).  
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Figura 5- Número de vermes recuperados dos grupos Sm22.6 IT e PBS IT. Camundongos infectados e 
tratados (2x PZQ – 800mg/Kg) foram imunizados com uma (a), duas (b) ou três (c) doses da vacina contendo 
Sm22.6r+CFA/IFA. Este resultado é representativo de dois experimentos independentes. Os gráficos 
representam a distribuição do número de vermes recuperados em cada grupo. A média e o desvio padrão de cada 
grupo estão representados no gráfico. PBS IT = grupo infectado e tratado que foi inoculado com PBS + adj. de 
Freund. Sm22.6 IT  = grupo infectado e tratado que foi imunizado com Sm22.6 + adj. de Freund. Análise 
estatística foi realizada pelo teste T de student. As diferenças significativas estão apontadas no gráfico. 
 

Quanto aos animais imunizados com Sm29r, os mesmos não apresentaram diferença 

no número de vermes recuperados em relação ao grupo inoculado com PBS, quando 

imunizados com uma ou duas doses (Figura 6 a e b). Porém, os animais imunizados com três 

doses, apresentaram uma redução significativa em relação ao grupo controle, apresentando 

um nível de proteção entre 31% (Figura 6 c).  Para confirmar o resultado observado nos 

grupos imunizados com três doses de Sm29r, outros dois experimentos foram realizados 

(Figura 7). Os resultados de ambos os ensaios confirmaram a redução do número de vermes 

no grupo Sm29 IT em relação ao PBS IT, apresentando um nível de proteção de 48 e 26%, 

respectivamente (Figura 7 a e b).  
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Figura 6 - Número de vermes recuperados dos grupos Sm29 IT e PBS IT. Camundongos infectados e 
tratados (2x PZQ – 800mg/Kg) foram imunizados com uma (a), duas (b) ou três (c) doses da vacina contendo 
Sm29r+CFA/IFA. Os gráficos representam a distribuição do número de vermes recuperados em cada grupo. A 
média e o desvio padrão de cada grupo estão representados no gráfico. PBS IT = grupo infectado e tratado que 
foi inoculado com PBS + adj. de Freund. Sm29 IT = grupo infectado e tratado que foi imunizado com Sm29 + 
adj. de Freund. Análise estatística foi realizada pelo teste T de student. As diferenças significativas estão 
apontadas no gráfico. 
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Figura 7 – Número de vermes recuperados dos grupos Sm29 IT e PBS IT imunizados com três doses. 
Camundongos BALB/c infectados e tratados foram imunizados com três doses da vacina contendo 
Sm29+CFA/IFA. Os gráficos representam dois experimentos independentes (a e b). Os gráficos demonstram a 
distribuição do número de vermes recuperados em cada grupo. A média e o desvio padrão de cada grupo estão 
representados no gráfico. PBS IT = grupo infectado e tratado que foi inoculado com PBS + adj. de Freund. Sm29 
IT = grupo infectado e tratado que foi imunizado com Sm29 + adj. de Freund. Análise estatística foi realizada 
pelo teste T de student. As diferenças significativas estão apontadas no gráfico. 
 

A fim de determinar o efeito da imunização sobre o número de ovos presentes no 

intestino e fígado dos animais, os camundongos dos grupos Sm22.6 IT e Sm29 IT foram 

avaliados. Nos animais imunizados com a proteína Sm22.6r e adj. de Freund, formulação 

vacinal que não foi protetora, não houve diferença significativa em relação ao número de ovos 

presentes em ambos os órgãos (Figura 8 a).  

Nos animais imunizados com a proteína Sm29r, também não foi observada diferença 

significativa no número de ovos presos no fígado em relação ao grupo PBS IT (Figura 8 b). 

Em relação aos ovos presentes no intestino dos animais do grupo Sm29 IT, porém, foi 

observada uma redução significativa em relação ao grupo PBS IT (Figura 8 b), refletindo a 

redução do número de vermes observada nestes animais. Nos animais imunizados com Sm29r 

associado ao adj. de Freund, formulação vacinal que se mostrou protetora, também foi 

avaliado o efeito da vacinação sobre a patologia da doença (área do granuloma). Apesar da 

proteção observada, os camundongos do grupo Sm29 IT não apresentaram redução na área do 

granuloma (Figura 9). 
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Figura 8 – Número de ovos presentes no fígado e intestino de animais infectados/tratados, imunizados com 
Sm22.6r (a) ou Sm29r (b). Camundongos infectados, tratados e imunizados, cinquenta dias após serem 
reinfectados, foram eutanasiados para determinar o número de ovos/grama de fígado ou intestino. Barras 
representam a média + desvio padrão do número de ovos/grama de órgão. PBS IT = grupo infectado e tratado 
que foi inoculado com PBS + adj. de Freund; Sm29 IT = grupo infectado e tratado que foi imunizado com 
Sm29r + adj. de Freund; Sm22.6 IT = grupo infectado e tratado que foi imunizado com Sm22.6r + adj. de 
Freund. Análise estatística foi realizada pelo teste T de student. Diferenças significativas estão apontadas no 
gráfico. 
 

 
Figura 9 – Área do granuloma de animais, previamente infectados e tratados, imunizados com Sm29r. 
Camundongos infectados, tratados e imunizados, cinquenta dias após serem reinfectados, foram eutanasiados 
para determinação da área dos granulomas. Barras representam a média + desvio padrão da área dos granulomas. 
PBS IT = grupo infectado e tratado que foi inoculado com PBS + adj. de Freund; Sm29 IT = grupo infectado e 
tratado que foi imunizado com Sm29r + adj. de Freund. Análise estatística foi realizada pelo teste T de student.  
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5.1.2 Grupos Sm22.6, Sm29 e PBS 

 

Com o objetivo de avaliar a eficácia da vacinação, com as proteínas Sm22.6r e Sm29r, 

em camundongos naïve da linhagem BALB/c, os animais foram imunizados com três doses 

da formulação vacinal contendo Sm22.6r/adjuvante Freund, Sm29r/adjuvante Freund e 

PBS/adjuvante Freund, respectivamente. Esta avaliação se mostrou de grande relevância já 

que os estudos prévios de imunização com tais proteínas, desenvolvidos por Cardoso e 

colaboradores (2008) e Pacífico e colaboradores (2006a), foram realizados em camundongos 

da linhagem C57BL/6. Nossos resultados demostram que, diferentemente dos animais da 

linhagem C57BL/6, a imunização de camundongos BALB/c naïve com Sm22.6r ou Sm29r, 

não foi capaz de conferir proteção contra a infecção por S. mansoni (Figura 10). A 

imunização também não teve efeito sobre número de ovos presentes no fígado e intestino 

destes animais (Figura 11).  

 
Figura 10 - Número de vermes recuperados dos grupos Sm29, Sm22.6 e PBS. Camundongos BALB/c naïve 
foram imunizados com três doses de Sm29r+CFA/IFA (a) ou Sm22.6+CFA/IFA (b), bem como, seus controles 
negativos foram inoculados com PBS+CFA/IFA, e o número de vermes recuperados após perfusão foi 
determinado. Os gráficos representam a distribuição do número de vermes recuperados em cada grupo. A média 
e o desvio padrão de cada grupo estão representados no gráfico. PBS = inoculado com PBS + adj. de Freund; 
Sm22.6 = grupo imunizado com Sm22.6r + adj. de Freund; Sm29 = grupo com Sm29r + adj. de Freund. Análise 
estatística foi realizada pelo teste T de student.  
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Figura 11 – Número de ovos presentes no fígado e intestino de animais naïve imunizados com Sm29r (a) 
ou Sm22.6r (b). Camundongos imunizados, cinquenta dias após serem reinfectados, foram eutanasiados para 
determinar o número de ovos/grama de fígado ou intestino. Barras representam média + desvio padrão do 
número de ovos/grama de órgão. PBS = grupo inoculado com PBS + adj. de Freund; Sm29  = imunizado com 
Sm29r + adj. de Freund. Análise estatística foi realizada pelo teste T de student.  
 

5.1.3 Grupos Sm29 ALUM, PBS ALUM, Sm29 MPL e PBS MPL 

 

Após comprovação da eficácia da imunização com Sm29r em associação ao adj. de 

Freund nos animais BALB/c, previamente infectados/tratados, foram avaliadas outras duas 

formulações vacinais contendo diferentes adjuvantes. Esta avaliação é de extrema relevância, 

já que o adjuvante de Freund não é permitido para o uso em seres humanos. Assim, animais 

BALB/c infectados/tratados foram imunizados com Sm29r associado ao adjuvante ALUM ou 

MPL, os quais são seguros para o uso em humanos.  

Nossos resultados demostram que a formulação vacinal contendo o adjuvante ALUM 

foi capaz de conferir proteção em camundongos desafiados com cercárias do S. mansoni. A 

imunização foi capaz de reduzir significativamente a carga parasitária em 29%, em relação ao 

grupo PBS Alum (Figura 12 a). A imunização dos animais com Sm29r/MPL, porém, não 

induziu proteção (Figura 12 a). Esses resultados foram confirmados por outro experimento, o 
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qual demonstrou uma proteção de 37% no grupo Sm29 ALUM em relação ao grupo PBS 

ALUM (Figura 12 b).  

Em relação ao número de ovos presentes no fígado e intestino de camundongos 

imunizados com Sm29r/MPL, não houve redução significativa, quando comparado ao grupo 

PBS MPL (Figura 13 b). Nos animais imunizados com Sm29r/ALUM, porém, o número de 

ovos presos no intestino destes animais foi significativamente menor em relação ao grupo 

PBS ALUM, refletindo a redução do número de vermes observada neste grupo (Figura 13 a). 

No entanto, não houve diferença em relação ao número de ovos presentes no fígado dos 

animais do grupo Sm29 ALUM quando comparado aos animais do grupo PBS ALUM 

(Figura 13 a). 

 

 

Figura 12 - Número de vermes recuperados dos grupos Sm29 ALUM, PBS ALUM, Sm29 MPL e PBS 
MPL. Camundongos BALB/c, previamente infectados e tratados, imunizados com três doses de Sm29r + 
ALUM ou MPL foram avaliados quanto à proteção desencadeada pela imunização em dois experimentos 
independentes (a e b). Os gráficos representam a distribuição do número de vermes recuperados em cada grupo. 
A média e o desvio padrão de cada grupo estão representados no gráfico. PBS ALUM= inoculado com PBS + 
ALUM; Sm29 ALUM = grupo imunizado com Sm29r + ALUM; PBS MPL= inoculado com PBS + MPL; Sm29 
MPL = grupo imunizado com Sm29r + MPL. Análise estatística foi realizada pelo teste T de student. Diferenças 
significativas estão apontadas no gráfico. 
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Figura 13 - Número de ovos presentes no fígado e intestino de animais infectados/tratados, imunizados 
com Sm29r + ALUM (a) ou Sm29r + MPL (b). Camundongos infectados, tratados e imunizados, cinquenta 
dias após serem reinfectados, foram eutanasiados para determinar o número de ovos/grama de fígado ou 
intestino. Barras representam a média + desvio padrão do número de ovos/grama de órgão. PBS ALUM = grupo 
infectado e tratado que foi inoculado com PBS + ALUM; Sm29 ALUM = grupo infectado e tratado que foi 
imunizado com Sm29r + ALUM; PBS MPL = grupo infectado e tratado que foi inoculado com PBS + MPL; 
Sm29 MPL = grupo infectado e tratado que foi imunizado com Sm29r + MPL. Análise estatística foi realizada 
pelo teste T de student. Diferenças significativas estão apontadas no gráfico. 

 

 

5.2 Avaliação da resposta humoral de camundongos imunizados  

 

5.2.1 Grupos Sm22.6 IT, Sm29 IT e PBS IT 

 

 A produção de anticorpos específicos para as proteínas Sm22.6r e Sm29r foi avaliada 

45 dias após a primeira infecção, 15 dias após tratamento e 15 dias após cada imunização. Um 

aumento significativo de anticorpos IgG, IgG1, IgG2a e IgE, específicos para Sm22.6r, foi 

observado nos animais do grupo imunizado com a proteína após as três doses da imunização 

em relação ao grupo PBS IT, bem como, em relação aos animais infectados e 
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infectados/tratados (Figura 14). Além disso, no grupo Sm22.6 IT, os níveis de IgG, IgG1 e 

IgG2a aumentaram significativamente após a segunda e terceira doses (Figura 14).  

Nos animais do grupo Sm29 IT, houve produção significativa de anticorpos IgG e 

IgG1 específicos para Sm29r, quando comparado com o grupo PBS IT, após cada dose da 

vacinação. Níveis significativos de IgG2a e IgE, no entanto, só foram detectados a partir da 

segunda imunização (Figura 14). Quando comparada a produção de anticorpos entre as 

doses, no grupo Sm29 IT, foi observado um aumento significativo de IgG e IgG1 após cada 

dose, enquanto um aumento significativo de IgG2a só foi observado após terceira dose em 

relação às primeira e segunda doses (Figura 14). Os níveis de IgE, por sua vez, aumentaram 

somente após a terceira imunização, em relação à primeira (Figura 14). Além disso, um 

aumento significativo nos níveis de IgG1 e IgE foi observado nos camundongos 

infectados/tratados em relação aos animais infectados. A imunização com Sm29r aumentou 

significativamente a produção de IgG, IgG1, IgG2a e IgE em comparação com os níveis 

observados nos animais infectados ou infectados/tratados (Figura 14).  

Em relação aos títulos dos anticorpos, avaliados após terceira dose da vacinação, foi 

observado que a imunização com Sm22.6r/CFA/IFA induz maiores títulos de IgG, IgG1, 

IgG2a e IgE, em relação aos animais imunizados com Sm29r/CFA/IFA (Tabela 3). 
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Figura 14 – Dosagem dos anticorpos IgG, IgG1, IgG2a e IgE, em camundongos previamente infectados e 
tratados, imunizados com Sm22.6r e Sm29r + adjuvante de Freund. Os níveis de IgG, IgG1, IgG2a e IgE 
específicos para Sm22.6r e Sm29r, foram determinados por ELISA. Barras representam a média dos valores de 
absorbância (450nm) + desvio padrão. As setas indicam o tempo de infecção, tratamento e imunização. A análise 
estatística foi realizada pelos testes T de student (entre PBSIT e Sm29 IT ou Sm22.6 IT) e Anova (entre as 
imunizações). As diferenças significativas entre os grupos Sm22.6 IT ou Sm29 IT e seus controles estão 
indicadas no gráfico por * (p<0,05); ** (p<0,01) ou *** (P <0,001). &: representa diferença em relação aos 
animais infectados; #: representa diferença em relação aos animais tratados.  
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5.2.2 Grupos Sm22.6, Sm29 e PBS 

 

Os camundongos naïve imunizados com as proteínas Sm22.6r ou Sm29r, associadas 

ao adjuvante de Freund, foram avaliados quanto à produção específica de anticorpos dos 

isotipos IgG, IgG1 e IgG2a, quinze dias após cada imunização (Figura 15).  

Camundongos imunizados com Sm22.6r apresentaram níveis significativos de todos 

os isotipos analisados após cada dose de imunização, em relação aos animais do grupo 

PBS/CFA/IFA (Figura 15). Houve um aumento significativo de IgG e IgG1 entre a primeira 

e segunda dose e entre a primeira e terceira dose, já para o isotipo IgG2a, este aumento foi 

observado somente entre a primeira e segunda dose (Figura 15). 

Os animais imunizados com Sm29r também apresentaram níveis significativos de 

anticorpos IgG, IgG1 e IgG2a específicos em relação aos animais do grupo PBS/CFA/IFA 

(Figura 15). Somente os isotipos IgG e IgG2a apresentaram aumento significativo entre a 

terceira e a primeira dose da vacina (Figura 15).  

Os animais do grupo Sm22.6, imunizados com três doses, apresentaram maiores 

títulos de IgG, IgG1 e IgG2a em relação aos animais do grupo Sm29, no entanto, o título de 

IgE foi maior no grupo Sm29 (Tabela 3). 
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Figura 15 – Dosagem dos anticorpos IgG, IgG1 e IgG2a em camundongos naïve imunizados com Sm22.6r 
e Sm29r + adjuvante de Freund. Os níveis de IgG, IgG1 e IgG2a específicos para Sm22.6r e Sm29r, foram 
determinados por ELISA. Barras representam a média dos valores de absorbância (450nm) + desvio padrão. As 
setas indicam o tempo de imunização. A análise estatística foi realizada pelos testes T de student (entre PBS e 
Sm29 ou Sm22.6) e Anova (entre as imunizações). As diferenças significativas entre os grupos Sm22.6 ou Sm29 
e seus controles estão indicadas no gráfico por: ** (p<0,01) ou *** (P <0,001).  
 

 

5.2.3 Grupos Sm29 ALUM, PBS ALUM, Sm29 MPL e PBS MPL 

 

Os grupos imunizados com três doses da proteína Sm29r associada aos adjuvantes 

ALUM e MPL também foram avaliados quanto a produção de anticorpos IgG, IgG1, IgG2a e 

IgE específicos.  

Animais imunizados com a proteína associada ao ALUM apresentaram produção 

significativa de IgG, IgG1 e IgE após todas as três imunizações, quando comparado ao grupo 

PBS ALUM. Os níveis de IgG2a, porém, só foram significativos após a segunda dose  

(Figura 16). A produção de IgG e IgG1 foi significativamente maior na segunda e terceira 
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dose em relação à primeira, já para IgG2a e IgE, os níveis dos anticorpos foi maior na terceira 

dose se comparada à primeira dose  (Figura 16). 

Os camundongos imunizados com Sm29r e MPL apresentaram produção significativa 

dos isotipos IgG, IgG1, IgG2a e IgE após todas as três doses da vacina, em relação ao grupo 

PBS MPL (). Houve um aumento significativo de IgG da primeira para a segunda dose, da 

segunda para terceira dose e, consequentemente, da primeira para a terceira dose (Figura 16). 

Em relação à IgG1 e IgE, no entanto, o aumento dos níveis dos anticorpos foi observado na 

segunda e terceira dose quando comparado à primeira dose, enquanto que, para IgG2a, esse 

aumento foi observado somente na terceira dose em relação à primeira (Figura 16).  

Após terceira dose da vacinação, foi observado que animais do grupo Sm29 ALUM 

apresentaram maiores títulos de IgG, IgG1, IgG2a e IgE, em relação aos animais do grupo 

Sm29 MPL (Tabela 3). 
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Figura 16 - Dosagem dos anticorpos IgG, IgG1, IgG2a e IgE, em camundongos previamente infectados e 
tratados, imunizados com Sm29r + ALUM ou MPL. Os níveis de IgG, IgG1, IgG2a e IgE específicos para 
Sm29r, foram determinados por ELISA. Barras representam a média dos valores de absorbância (450nm) + 
desvio padrão. As setas indicam o tempo de imunização. A análise estatística foi realizada pelos testes T de 
student (entre PBS ALUM e Sm29 ALUM ou PBS MPL e Sm29 MPL) e Anova (entre as imunizações). As 
diferenças significativas entre os grupos imunizados com Sm29r e seus controles estão indicadas no gráfico por 
* (p<0,05); ** (p<0,01) ou *** (P <0,001).  
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Tabela 3 – Título de anticorpos de animais imunizados com Sm22.6r e Sm29r 

 IgG IgG1 IgG2a IgE 
Sm22.6 IT 1: 1.310.720 1: 1.310.720 1: 163.840 1: 5.120 

PBS IT 
(controle Sm22.6 IT) 

 
1: 10.240 

 
1: 10.240 

 
1: 2.560 

 
1: 320 

Sm29 IT 1: 655.360 1: 655.360 1: 40.960 1: 320 
PBS IT 

(controle Sm29 IT) 
 

1: 10.240 
 

1: 5.120 
 

1: 2.560 
 

1: 20 
Sm22.6 1:1.310.720 1:2.621.440 1: 653.360 1: 1.280 

PBS 
(controle Sm22.6) 

 
1:2.560 

 
1:160 

 
1:2.560 

 
1:20 

Sm29 1:163.840 1:1.310.720 1:40.960 >1: 1.280 
PBS 

(controle Sm29) 
 

1:160 
 

1:320 
 

1:5.120 
 

1:20 
Sm29 ALUM 1:655.360 1: 2.621.440 1: 40.960 1: 1.280 
PBS ALUM 1: 20.480 1: 10.240 1: 40.960 1: 20 
Sm29 MPL 1: 327.680 1: 327.680 1:20.480 1: 640 
PBS MPL 1: 10.240 1: 10.240 1:20.480 1: 80 

 

 

5.2 Reconhecimento das proteínas nativas no tegumento do parasito por anticorpos de 

camundongos imunizados com Sm22.6r e Sm29r 

 

Para avaliar se os anticorpos produzidos em resposta à imunização com as proteínas 

recombinantes Sm22.6 e Sm29 seriam capazes de reconhecer a forma nativa dessas proteínas, 

na superfície dos parasitos, um ensaio de imunofluorescência foi realizado utilizando 

esquistossômulos recém-transformados. Foi observado que os anticorpos produzidos por 

animais imunizados com as proteínas recombinantes foram capazes de reconhecerem e se 

ligarem às proteínas nativas expressas nas superfícies dos esquistossômulos (Figura 17 a). 

Análises da fluorescência observada mostraram que os esquistossômulos incubados com soros 

de animais imunizados com Sm29r ou Sm22.6r apresentaram uma fluorescência significativa 

quando comparado aos esquistossômulos que foram incubados com soros de camundongos 

inoculados com PBS (Figura 17 b). Nenhum reconhecimento inespecífico foi observado na 

superfície dos parasitos incubados com anti-IgG conjugado à FITC (Figura 17 b). 
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Figura 17 – Reconhecimento das proteínas nativas Sm22.6 e Sm29 na superfície de esquistossômulos por 
soro de camundongos imunizados. Esquistossômulos recém-transformados (a) foram incubados com soro de 
camundongos inoculados com PBS+CFA/IFA, imunizados com Sm29r+CFA/IFA ou imunizados com  
Sm22.6r+CFA/IFA. A reatividade dos anticorpos com as proteínas Sm29 e Sm22.6, nativas, presentes na 
superfície do parasito, foi detectada por anticorpos secundário anti-IgG conjugado à FITC. Como controle 
experimental, esquistossômulos foram incubados somente com anti-IgG conjugado à FITC. A fluorescência foi 
observada em microscópio de fluorescência. Barra de escala: 25µg (400x). A intensidade de fluorescência foi 
determinada utilizando o software ImageJ. O gráfico representa box plot com whiskers do mínimo e o máximo 
dos valores de fluorescência relativa (b). Diferenças significativas estão apontadas no gráfico. 
 

5.3 Avaliação da produção de citocinas 

 

Para avaliação da resposta imune celular dos animais imunizados dos grupos Sm22.6 

IT, Sm29 IT e PBS IT, níveis de IL-2, IFN-γ, TNF-α, IL-4, IL-6, IL-10 e IL-17 foram 

determinados em sobrenadante de cultura de esplenócitos. Esplenócitos de animais infectados 

e tratados, bem como, de animais naïve imunizados com três doses das proteínas (Sm29r e 

Sm22.6r), também foram utilizados para fins de comparação entre os grupos (Figura 18).  

Camundongos, previamente infectados/tratados, imunizados com Sm22.6r 

apresentaram níveis significativos de IL-2, IFN-γ, TNF-α, IL-4, IL-10 e IL-17, após três doses 

da vacina, em comparação ao grupo PBS IT (Figura 18). Os animais do grupo Sm22.6 IT 

também apresentaram produção significativa de IL-2, TNF-α e IL-4 em relação aos animais 

infectados e tratados (Figura 18). Animais imunizados com Sm29r, previamente infectados e 
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tratados, apresentaram níveis significativos de IL-2, IFN-γ, IL-17 e IL-4, em relação aos 

animais do grupo PBS IT, sendo que, a produção de IL-4 também foi significativa em 

comparação com os animais infectados e tratados (Figura 18). O perfil de produção das 

citocinas aqui avaliadas foi semelhante entre animais, previamente infectados/tratados, 

imunizados com Sm22.6r ou Sm29r, e os animais naïve imunizados, exceto para os níveis de 

IL-10, os quais foram maiores nos animais naïve imunizados com Sm29r em relação aos 

animais Sm29 IT (Figura 18).  
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Figura 18 – Avaliação do perfil celular de animais imunizados com Sm22.6r e Sm29r + adjuvante de 
Freund. Sobrenadante de cultura dos esplenócitos de animais naïve ou previamente infectados/tratados, 
imunizados com Sm22.6r ou Sm29r, bem como, de animais infectados e tratados, foram utilizados para 
avaliação da produção das citocinas IL-2 (a), IFN-γ (b), TNF-α (c), IL-4 (d), IL-6 (e), IL-17 (f) e IL-10 (g) 
através da técnica de CBA. As barras representam a mediana com intervalo interquartil da diferença da produção 
das citocinas em resposta à Sm22.6r ou Sm29r e a produção basal das citocinas (observada nos esplenócitos não 
estimulados). A análise estatística foi realizada através dos testes de Mann-Whitney. As diferenças significativas 
estão indicadas nos gráficos. 
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O perfil de resposta celular também foi avaliado em animais imunizados com 

formulações vacinais contendo a proteína Sm29r associada aos adjuvantes ALUM ou MPL 

(Figura 19 e Figura 20). O sobrenadante de cultura de esplenócitos foi utilizado para avaliar 

a produção das citocinas IL-2, IFN-γ, TNF-α, IL-4, IL-6, IL-10 e IL-17 (Figura 19). Além 

disso, o percentual de linfócitos TCD4 produtores de IL-4, IFN-γ e IL-10 também foi 

determinado nesses grupos (Figura 20). 

Nossos resultados mostram que a produção de IL-2, IL-17 e IL-10 foi maior no grupo 

Sm29 ALUM em relação ao grupo PBS ALUM. Já nos animais imunizados com Sm29r/ 

MPL, foram observados níveis significativos de IL-2, IL-6 e IL-10 em relação ao grupo PBS 

MPL (Figura 19). Quando comparado os animais imunizados com as duas diferentes 

formulações adjuvantes, foram observados níveis significativos de IL-2 no grupo Sm29 

ALUM em relação ao grupo Sm29 MPL. Esse, por sua vez, apresentou uma maior produção 

de TNF-α e IL-6 em relação aos animais imunizados com Sm29r/ALUM (Figura 19). 
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Figura 19 – Avaliação do perfil celular de animais imunizados com Sm22.6r e Sm29r + ALUM ou MPL. 
Sobrenadante de cultura dos esplenócitos de animais imunizados com Sm29r +ALUM ou MPLforam utilizados 
para avaliação da produção das citocinas IL-2 (a), IFN-γ (b), TNF-α (c), IL-4 (d), IL-6 (e), IL-17 (f) e IL-10 (g) 
através da técnica de CBA. As barras representam a mediana com intervalo interquartil da diferença da produção 
das citocinas em resposta à Sm29r e a produção basal das citocinas (observada nos esplenócitos não 
estimulados). A análise estatística foi realizada através dos testes de Mann-Whitney. As diferenças significativas 
estão indicadas nos gráficos. 
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Através da marcação intracitoplasmática de células TCD4, pudemos determinar o 

percentual de células TCD4+ produtoras de IL-4, IFN-γ e IL-10 (Figura 20). Não foi 

observado percentual significativo de células produtoras de IL-4 ou IL-10 em nenhum dos 

grupos imunizados. No grupo Sm29 ALUM foi identificado um percentual significativo de 

células produtoras de IFN-ɣ quando comparado aos animais PBS ALUM e aos camundongos 

imunizados com Sm29r/MPL (Figura 20). 

 
Figura 20 - Produção de IFN-ɣ, IL-4 e IL-10 por células TCD4 dos grupos Sm29 ALUM, Sm29 MPL e 
seus controles. As células TCD4+ foram marcadas com anticorpos contra as citocinas IFN-ɣ (a), IL-4 (b) e IL-10 
(c). As barras representam a média + erro padrão da diferença do percentual de células produtoras das citocinas, 
após estímulo com Sm29r, e o percentual de células produtoras das citocinas quando não estimuladas (produção 
basal). A análise estatística foi realizada através dos testes de Mann-Whitney. As diferenças significativas estão 
indicadas nos gráficos. 
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A produção das citocinas IFN-ɣ, IL-4 e IL-10 também foi avaliada no contexto de 

subpopulações celulares, através da análise de combinação múltipla, as células TCD4+CD44+ 

foram caracterizadas em:  

- Th1: positivas para IFN-ɣ e negativas para IL-4 e IL-10;  

- Th2: positivas para IL-4 e negativas para IFN-ɣ e IL-10; 

- Tr1: positivas para IL-10 e negativas para IFN-ɣ e IL-4;  

- Th1/IL-10: positivas para IFN-ɣ e IL-10 e negativas para IL-4; 

- Th2/IL-10: positivas para IL-4 e IL-10 e negativas para IFN-ɣ. 

 Nossos resultados demonstram um maior percentual de células Th1 no grupo 

imunizado com Sm29r/Alum em relação aos grupos PBS ALUM e Sm29 MPL. Um maior 

percentual de células Th1/IL-10 também foi observado no grupo Sm29 ALUM em relação ao 

grupo Sm29 MPL. A imunização com Sm29r/MPL diminui o percentual de células Th1/IL-10  

e Tr1 em relação ao grupo PBS MPL (Figura 21). 

. 

 
Figura 21 – Subpopulações de células TCD4+ nos grupos Sm29 ALUM, SM29 MPL e seus controles. A 
produção de IFN-ɣ, IL-4 e IL-10 por células TCD4+CD44+ foi determinada através da análise de combinação de 
gates (“boolean gating”), a qual permite avaliar a produção de diferentes citocinas pela mesma célula. Foram 
consideradas as populações: Th1 (IFN-γ+/IL-4-/IL-10-), Th1/IL-10 (IFN-γ+/IL-4-/IL-10+), Th2 (IFN-γ-/IL-4+/IL-
10-), Th2/IL-10 (IFN-γ-/IL-4+/IL-10+) e Tr1 (IFN-γ-/IL-4-/IL-10+). As barras representam a média + erro padrão 
do percentual de células produtoras de citocinas, quando estimuladas por Sm29r. A análise estatística foi 
realizada através dos testes de Mann-Whitney. As diferenças significativas entre os grupos estão indicadas nos 
gráficos. 
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5.4 Avaliação imunofenotípica dos camundongos imunizados  

 

O perfil imunofenotípico dos animais, previamente infectados e tratados, imunizados 

com Sm22.6r ou Sm29r associado ao adjuvante de Freund, bem como, de animais naïve 

imunizados com mesma formulação vacinal foi determinado através de marcadores de 

ativação e memória imunológica.  

A expressão dos marcadores de ativação CD25, CD69 e CD86 foi avaliada na 

superfície de linfócitos T e B, respectivamente. Um maior percentual de células B ativadas, 

CD19+CD86+, foi observado no grupo Sm22.6 IT quando comparado aos animais do grupo 

PBS IT. Com relação ao percentual de células TCD4+ e TCD8+ ativadas, entretanto, não foi 

observado diferença significativa entre os animais do grupo Sm22.6 IT ou Sm29 IT e os 

animais PBS IT (Figura 22). Quando comparado animais BALB/c naïve com 

infectados/tratados, ambos imunizados com Sm29r, foi observado um maior percentual de 

células CD4+CD69+ e CD8+CD69+ nos animais previamente infectados e tratados (Figura 

22). Camundongos previamente infectados e tratados, imunizados com Sm22.6r também 

apresentaram um maior percentual de CD4+CD69+ em relação aos animais naïve imunizados 

com a proteína (Figura 22). Em relação aos macrófagos ativados, não houve diferença entre 

os grupos (dados não mostrados). 
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Figura 22 – Frequência de linfócitos ativados de animais imunizados com Sm22.6r e Sm29r + adjuvante 
de Freund. Camundongos dos grupos PBS IT, Sm29 IT, Sm22.6 IT, Sm29 e Sm22.6 foram avaliados quanto a 
frequência de linfócitos ativados. As células foram marcadas com anticorpos, específicos para as moléculas de 
ativação CD25, CD69 e CD86, conjugados a diferentes fluorocromos. As células marcadas foram adquiridas em 
citômetro de fluxo. As barras representam mediana com intervalo interquartil do percentual de células 
expressando moléculas de ativação. A análise estatística foi realizada através dos testes de Mann-Whitney. As 
diferenças significativas estão indicadas nos gráficos. 

 

 

Em relação às células de memória, animais, previamente infectados/tratados, 

imunizados com Sm29r, apresentaram um maior percentual de células CD4+ de memória 

central em relação aos animais do grupo PBS IT (Figura 23). No entanto, não foram 

observadas diferenças significativas no percentual de células CD8+ de memória central, CD8+ 

e CD4+ de memória efetora ou de células B de memória, quando comparado animais, 

previamente infectados e tratados, imunizado com Sm22.6r ou Sm29r + adjuvante de Freund 
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com os animais do grupo PBS IT (Figura 23). Em relação aos animais BALB/c naïve 

imunizados, a vacinação de camundongos infectados/tratados com a proteína Sm29r induziu 

um maior percentual de células CD4+ de memória efetora que a imunização com Sm29r em 

camundongos naïve (Figura 23). A imunização de camundongos BALB/c naïve com 

Sm22.6r induziu um maior percentual de células CD8+ de memória central e células B de 

memória se comparado ao grupo Sm22.6 IT (Figura 23).  

Os linfócitos TCD4 e B de memória também foram avaliados nos animais, 

infectados/tratados, imunizados com a proteína Sm29r/ALUM ou MPL. Não houve diferença 

significativa entre os grupos em relação à frequência de células TCD4 de memória (Figura 

24). Quanto às células B de memória, os animais imunizados com Sm29r/ALUM 

apresentaram um maior percentual em relação aos animais do grupo controle (Figura 24). 
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Figura 23 – Frequência de células de memória em animais imunizados com Sm22.6r e Sm29r + adjuvante 
de Freund. Camundongos dos grupos PBS IT, Sm29 IT, Sm22.6 IT, Sm29 e Sm22.6 foram avaliados quanto a 
frequência de células T e B de memória. As células foram marcadas com anticorpos, específicos para os 
marcadores de memória, conjugados a diferentes fluorocromos. As células marcadas foram adquiridas em 
citômetro de fluxo. As barras representam mediana com intervalo interquartil do percentual de células de 
memória. A análise estatística foi realizada através dos testes de Mann-Whitney. As diferenças significativas 
estão indicadas nos gráficos. 
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Figura 24 – Frequência de células de memória em animais imunizados com Sm29r + ALUM ou MPL. 
Camundongos dos grupos PBS ALUM, Sm29 ALUM, PBS MPL e Sm29 MPL foram avaliados quanto a 
frequência de células T e B de memória. As células foram marcadas com anticorpos, específicos para os 
marcadores de memória, conjugados a diferentes fluorocromos. As células marcadas foram adquiridas em 
citômetro de fluxo. As barras representam mediana com intervalo interquartil do percentual de células de 
memória. A análise estatística foi realizada através dos testes de Mann-Whitney. As diferenças significativas 
estão indicadas nos gráficos. 
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O quadro a seguir resume os principais resultados encontrados neste trabalho.  

 

Quadro 3 – Principais resultados encontrados nos grupos imunizados: Sm22.6 IT, Sm22.6, Sm29 IT, Sm29, 
Sm29 ALUM, Sm29 MPL 

 Sm22.6 IT Sm22.6 Sm29 IT Sm29 Sm29 ALUM Sm29 MPL 

Proteção Não Não Sim 
(26%-48%) 

Não Sim 
(29%-37%) 

Não 

Redução 
no número 
de ovos no 
intestino 

Não Não Sim 
 

Não Sim 
 

Não 

 
 

Resposta 
humoral 

IgG 
(1:1.310.720) 

IgG1 
(1:1.310.720) 

IgG2a 
(1:163.840) 

IgE 
(1:5.120) 

IgG 
(1:1.310.720) 

IgG1 
(1:2.621.440) 

IgG2a 
(1:653.360) 

IgE 
(1:1.280) 

IgG 
(1:655.360) 

IgG1 
(1:655.360) 

IgG2a 
(1:40.960) 

IgE 
(1:320) 

IgG 
(1:163.840) 

IgG1 
(1:1.310.720) 

IgG2a 
(1:40.960) 

IgE 
(>1:1.280) 

IgG 
(1:655.360) 

IgG1 
(1:2.621.440) 

IgG2a 
(1:40.960) 

IgE 
(1:1.280) 

IgG 
(1:327.680) 

IgG1 
(1:327.680) 

IgG2a 
(1:20.480) 

IgE 
(1:640) 

 
 

Resposta 
celular 

IL-2, 
IFN-γ, 
TNF-α, 
IL-4, 
IL-17, 
IL-10 

IL-2, 
IFN-γ, 
TNF-α, 
IL-4, 

IL-17, 
IL-10 

IL-2, 
IFN-γ, 
IL-4, 
IL-17 

IL-2, 
IFN-γ, 
IL-4, 
IL-17 

IL-2, 
IL-17, 
IL-10 

 
 

TCD4+IFN+ 

IL-2, 
IL-6, 
IL-10 

 
 

Perfil 
imuno- 

fenotípico 
 

Células B 
ativadas 

 TCD4 de 
memória 

 

 Células B 
memória 

 

= =
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6 DISCUSSÃO 

 

Atualmente, muitos são os esforços na busca por uma vacina para a esquistossomose, 

o que contribuiria de maneira efetiva para o controle da doença. Muitos candidatos vacinais já 

foram identificados e testados em ensaios pré-clínicos, os quais apresentaram bons resultados. 

Dentre essas candidatas, as proteínas recombinantes Sm22.6 e Sm29 induziram uma proteção 

parcial contra a infecção por S. mansoni em camundongos da linhagem C57BL/6 (Pacífico et 

al., 2006a; Cardoso et al., 2008).    

No caso da esquistossomose, a população mais afetada pela doença, e por isso, a 

população alvo para uma vacina, é representada pelos moradores das áreas endêmicas, os 

quais estão em constante contato com o parasita através de diversas infecções ao longo do 

tempo. Essa situação permite que os indivíduos moradores de áreas endêmicas respondam de 

maneira diferente à estimulação antigênica quando comparado aos indivíduos que não tenham 

sido sensibilizados previamente por antígenos do parasito (moradores de áreas não 

endêmicas). Dessa forma, seria conveniente que, antes que os estudos com promissores 

candidatos vacinais seguissem para os testes clínicos, esses antígenos pudessem ser avaliados 

em modelos experimentais os quais já tenham sido sensibilizados pelo parasito, fato que 

aproximaria esses estudos à realidade das áreas endêmicas.  

Neste trabalho, animais BALB/c, previamente infectados com S. mansoni e tratados 

com Praziquantel, foram submetidos a protocolos de imunização com duas promissoras 

candidatas vacinais a Sm22.6r e a Sm29r. A escolha pela linhagem BALB/c se deu em razão 

de o background genético desta linhagem ser Th2 (Watanabe et al., 2004), perfil imunológico 

semelhante ao identificado em indivíduos moradores de áreas endêmicas (Eloi-Santos et al., 

1989; Joseph et al., 2004; Water et al., 2006).  

Nossos resultados demonstraram que três doses da vacina, contendo Sm29r associada 

ao adjuvante de Freund, foram necessárias para induzir proteção em camundongos, 

previamente infectados e tratados, com redução significativa de vermes adultos recuperados. 

Essa redução, por sua vez, refletiu na diminuição significativa do número de ovos presentes 

no intestino desses animais. No entanto, não houve diferença no número de ovos presentes no 

fígado. Esse resultado pode ser explicado pela infecção prévia dos camundongos imunizados. 

Os ovos produzidos pelos vermes da primeira infecção, acumulados no fígado dos animais, 

pode ter sido um fator que mascarou a redução dos ovos, nestes animais, após imunização e 

nova infecção. Apesar de reduzir o número de vermes, a imunização não teve efeito sobre a 

patologia no fígado, já que não houve redução da área dos granulomas hepáticos. Assim, a 
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imunização com Sm29r/adjuvante de Freund não teria impacto sobre a patologia do indivíduo 

infectado, mas sim, sobre a transmissão da doença. A imunização com Sm22.6r/adjuvante de 

Freund, por sua vez, não foi capaz de induzir proteção, nem mesmo após três doses da vacina.  

Uma vez que as proteínas Sm22.6r e Sm29r nunca tinham sido avaliadas em 

protocolos vacinais utilizando camundongos BALB/c naïve, nós também analisamos a 

habilidade dessas proteínas, quando formuladas com adjuvante de Freund, em conferir 

proteção nesta linhagem murina, porém, nenhuma das duas proteínas foi capaz de reduzir a 

carga parasitária. Nossos resultados diferem dos resultados encontrados por Pacífico e 

colaboradores (2006a) e Cardoso e colaboradores (2008) os quais demonstraram uma 

proteção de 34,5% e 51% na carga parasitárias de animais C57BL/6 naïve imunizados com 

três doses da proteína Sm22.6r e Sm29r, respectivamente. 

Diante dos resultados promissores observados com a Sm29r, em camundongos 

infectados e tratados, nós avaliamos essa proteína em outras duas formulações vacinais, 

utilizando os adjuvantes Alum e MPL. Por serem licenciados para o uso em seres humanos 

(Tagliabue e Rappuoli, 2008), essa avaliação se mostra importante, já que o adjuvante de 

Freund tem sérias limitações acerca de seu uso. Nossos resultados demonstraram que somente 

a formulação vacinal contendo Sm29r associada ao Alum foi capaz de conferir proteção nos 

animais imunizados, através da redução significativa da carga parasitária, o que refletiu na 

diminuição do número de ovos presentes no intestino. 

Alguns estudos têm demonstrado a importância dos anticorpos na proteção induzida 

pela imunização. Esses estudos demonstram que os anticorpos estão envolvidos na eliminação 

do parasito (Torben et al., 2011; Torben et al., 2012;  Melo et al., 2014). Baseado nisso é 

necessário que seja avaliada a habilidade dos anticorpos produzidos contra as proteínas 

recombinantes, após imunização, em reconhecerem as proteínas nas formas nativas. Nossos 

resultados demonstram que a imunização com Sm22.6 e Sm29 recombinantes induziu a 

produção de anticorpos capazes de reconhecer e se ligarem às proteínas nativas encontradas 

na superfície do parasito.  

Nossos resultados mostram uma resposta humoral vigorosa, com níveis significativos 

de IgG, IgG1, IgG2a e IgE nos animais infectados e tratados, imunizados com Sm29r ou 

Sm22.6r/adjuvante de Freund. A resposta humoral induzida pela imunização com Sm22.6r foi 

observada desde a primeira dose da vacina. Nossos resultados corroboram com os estudos 

realizados em camundongos C57BL/6 naïve, imunizados com Sm22.6r juntamente com os 

adjuvantes de Freund ou Alum, os quais demostraram uma produção significativa de IgG a 

partir da primeira dose (Pacífico et al., 2006a; Pacífico et al., 2006b). Porém, assim como nos 
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camundongos C57BL/6 imunizados com Sm22.6r/Alum (Pacífico et al., 2006b), nós não 

observamos uma redução significativa na carga parasitária, sugerindo que a imunoglobulina 

IgG não apresenta um papel importante na eliminação dos vermes nesses animais.  

Muitos estudos já demonstraram a importância da imunoglobulina IgE na eliminação 

do parasito e na resistência à reinfecção de indivíduos moradores de áreas endêmicas (Dunne 

et al., 1992; Capron e Capron, 1994; King et al., 1997; Caldas et al., 2000; Walter et al., 2006; 

Pinot de Moira et al., 2010).Um importante mecanismo envolvido na eliminação do parasito é 

mediado por IgE e eosinófilos, no qual, na presença de IgE, os eosinófilos podem matar os 

esquistossômulos através de citotoxicidade dependente de anticorpo (ADCC) (Capron e 

Capron, 1994; Nutten et al., 1997). Nesse contexto, alguns estudos demonstraram que 

indivíduos que apresentam resistência à reinfecção exibem elevados níveis de IgE, associado 

à baixa produção de IgG4 contra antígenos do parasito (Caldas et al., 2000; Pinot de Moira et 

al., 2010). Muitos desses estudos demonstram que essa resistência está relacionada, 

principalmente, a uma resposta contra a proteína Sm22.6 (SmTAL1) (Webster et al., 1996; 

Walter et al., 2006; Fitzsimmons  et al., 2007; Fitzsimmons  et al., 2012; Pinot de Moira et al., 

2013a; Pinot de Moira et al., 2013b). Esses estudos apontam que, após o tratamento, os 

indivíduos apresentam altos níveis de IgE específicos para Sm22.6, provavelmente devido ao 

aumento da exposição da proteína, em decorrência da morte dos parasitos, o que facilita o seu 

reconhecimento pelo sistema imune do hospedeiro. De fato, camundongos previamente 

infectados e tratados, imunizados com Sm22.6r, exibiram títulos mais altos de IgE anti-

Sm22.6r quando comparado aos animais naïve, imunizados com a proteína. Porém, as doses 

de reforço administradas nos camundongos do grupo Sm22.6 IT não foram capazes de 

aumentar os níveis de IgE específicos. Considerando que o anticorpo IgE, anti-Sm22.6r, seja 

um fator crucial para o aparecimento da resistência, a ausência de proteção observada nos 

animais imunizados com Sm22.6r pode estar associada à carência da expressão dos receptores 

Fc-ε em eosinófilos murinos (de Andres et al., 1997). Por isso, o uso de outros modelos 

experimentais se faz necessário para confirmar a incapacidade da Sm22.6 em induzir proteção 

nos animais previamente sensibilizados com antígenos do parasito. 

Em camundongos BALB/c imunizados com Sm29r/adjuvante de Freund, observamos 

que a produção de IgG, IgG1, IgG2a e IgE alcança os maiores níveis após as três doses da 

vacina, o que coincide com o número de doses necessárias para conferir proteção nos 

camundongos, previamente infectados e tratados.  

Nos animais, infectados e tratados, imunizados com Sm29r/Alum, assim como nos 

camundongos Sm29/CFA/IFA, formulações vacinais protetoras, foi observado maiores níveis 
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de IgG, IgG1, IgG2a e IgE após três doses da vacina, sendo que desde a primeira dose, a 

produção de IgG, IgG1 e IgE foi significativa em relação ao controle. Esses animais 

apresentaram títulos mais altos de todos os anticorpos avaliados em relação aos animais 

imunizados com Sm29r/MPL, formulação vacinal que não conferiu proteção, sugerindo que a 

resposta humoral mais fraca tem impacto na ausência de proteção nestes animais. 

Em relação ao perfil celular, os camundongos BALB/c, previamente infectados e 

tratados, imunizados com Sm22.6r apresentaram um aumento significativo de IL-2, TNF-α, 

IFN-γ, IL-4, IL-10 e IL-17, demonstrando que a formulação vacinal induziu um perfil celular 

misto, similar ao encontrado nos animais BALB/c naïve imunizados ou nos camundongos 

C57BL/6 naïve imunizados (Pacífico et al., 2006a). Apesar da produção significativa de 

citocinas pró-inflamatórias, altos níveis de IL-10 também foram produzidos. A IL-10 é uma 

importante citocina reguladora que modula a resposta imune desencadeada pela infecção por 

S. mansoni (Mahanty e Nutman, 1995; Malaquias et al., 1997; Sadler et al., 2003; Araújo et 

al., 1996). Quantidades significativas de IL-10 também foram observadas em camundongos 

C57BL/6 naïve, imunizados com Sm22.6/Alum ou sem adjuvante, formulações vacinas que 

também não conferiram proteção contra a infecção pelo parasito (Pacífico et al., 2006b). Altos 

níveis de IL-10 também foram associados à ausência de proteção observada em animais 

imunizados com o tegumento de esquistossômulo sem adjuvante (Araujo et al., 2012). Porém, 

se a produção de IL-10 é responsável pela ausência de proteção observada em animais 

imunizados com Sm22.6 ainda é um fato que precisa ser investigado.  

Diferentemente do que foi observado por Cardoso e colaboradores (2008), os quais 

demonstraram uma significativa produção de IFN-γ, TNF-α e IL-10 em camundongos 

C57BL/6 naïve imunizados com Sm29/Freund, nossos resultados demonstram que a 

imunização de animais BALB/c com Sm29r, independentemente de serem naive, ou 

sensibilizados previamente, induziu uma produção significativa de IL-2, IFN-γ, IL-17 e IL-4. 

Diferenças entre camundongos BALB/c naïve e infectados/tratados quanto ao perfil de 

citocinas produzidas foi observada somente em relação aos níveis de IL-10, os quais foram 

maiores nos camundongos naïve (animais que não apresentaram proteção).  

No grupo imunizado com Sm29/Alum, foi possível observar uma produção 

significativa de IL-2, IL-17 e IL-10. Os animais imunizados com Sm29/MPL, por sua vez, 

apresentaram níveis significativos de IL-2, IL-6 e IL-10. A citocina IL-2, porém, apresentou 

maiores níveis nos animais Sm29 ALUM, grupo que apresentou redução na carga parasitária, 

em relação aos animais imunizados com Sm29r/MPL, formulação vacinal que não foi 

protetora. A IL-2 é uma citocina que está relacionada à proliferação de células T, promovendo 
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também sua diferenciação em células Th1 e Th2, além de induzir a atividade citolítica de 

células NK e TCD8+ (Liao et al., 2013). De fato, os animais imunizados com Sm29/Alum 

apresentaram um percentual maior de células TCD4 produtoras de IFN-γ quando comparado 

aos animais do grupo Sm29 MPL, em culturas estimuladas com a proteína Sm29r. Nos 

animais do grupo Sm29 MPL, no entanto, não foi observado percentual significativo de 

células TCD4 produtoras das citocinas aqui avaliadas. Diante desses resultados podemos 

inferir que esteja havendo uma modulação da resposta imune nos animais do grupo Sm29 

MPL, modulação esta que também pode ser notada pelo baixo título de anticorpos, 

específicos para a proteína Sm29r, encontrado nesses animais. Assim, a produção 

significativa das citocinas IL-2, IL-6 e IL-10, observada nesses animais, pode estar 

relacionada à uma maior participação de células do sistema imune inato. A participação de 

células do sistema imune inato é de muita importância para o início da resposta desencadeada 

por uma vacina, processo no qual os adjuvantes são essenciais (Coffman et al., 2010). Porém, 

para uma vacina, a resposta imune deve ter uma fundamental participação dos componentes 

do sistema imune adaptativo os quais induzirão memória imunológica, importante para 

desencadear uma resposta protetora (Lees e Farber, 2010). 

Diante da importância das células de memória para a proteção, nós também avaliamos 

o percentual de células T e B de memória nos animais imunizados. Nossos resultados 

demonstraram que os animais, previamente infectados, imunizados com Sm29r/Freund 

apresentaram um aumento significativo no percentual de células TCD4 de memória central 

quando comparado aos animais de seu grupo controle. Além disso, os animais do grupo Sm29 

IT também apresentaram um aumento significativo no percentual de células TCD4 de 

memória efetora quando comparado aos animais naïve imunizados com a proteína. Os 

camundongos imunizados com Sm29r/Alum, por sua vez, apresentaram um maior percentual 

de células B de memória em relação aos animais do grupo PBS ALUM. Considerando que a 

proteção foi observada somente nos grupos de animais, infectados/tratados, imunizados com 

Sm29r associada à Freund ou Alum, podemos sugerir que as células de memória possam ter 

um importante papel na eliminação do parasito. 

Embora a infecção por helmintos esteja associada à falha na imunidade protetora 

desencadeada por vacinas contra outras doenças/patógenos, tais como, tétano, cólera, 

tuberculose e malária (Sabin et al., 1996; Cooper et al., 2001; Su et al., 2006; Elias et al., 

2006; Borkow e Bentwich, 2008), a partir dos resultados obtidos neste trabalho pudemos 

observar que uma infecção previa contribuiu para a construção de uma imunidade protetora 

contra a infecção por S. mansoni, após a imunização dos animais BALB/c. O tratamento dos 
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animais antes da imunização pode ter contribuído para o sucesso da vacina, aumentando a 

frequência de células de memória ou diminuindo a produção de IL-10 nos animais infectados 

e tratados, imunizados com Sm29r em comparação aos animais naïve imunizados. Porém, 

para uma melhor compreensão dos mecanismos essenciais para o estabelecimento da resposta 

protetora desencadeada pela vacina, seria importante entender o papel central da Sm29 no 

desenvolvimento e na sobrevivência do parasito. Atualmente, ainda não há informação acerca 

da função da Sm29, porém, análises funcionais utilizando técnicas de RNA de interferência 

(RNAi) podem trazer valiosas informações, as quais irão contribuir para o aprimoramento das 

estratégias vacinais, colaborando efetivamente para a eliminação do parasito e controle da 

doença. Além disso, também seria importante esclarecer o papel das células de memória, dos 

anticorpos e de citocinas como IFN- γ e IL-17 na proteção desencadeada pela imunização de 

camundongos, previamente infectados e tratados, com Sm29r/CFA/IFA ou ALUM, através da 

transferência desses componentes para camundongos naïve e uso de camundongos knockout 

para as citocinas. 
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7 CONCLUSÃO 

 

 

Nossos resultados confirmam o papel imunoprotetor da proteína Sm29r, reforçando 

seu potencial como candidata a compor uma vacina para a esquistossomose. Apesar da 

proteína não ter sido capaz de induzir proteção em animais BALB/c naïve, o fato da 

imunização de animais, previamente infectados e tratados, ter desencadeado proteção, sugere 

que a vacinação de indivíduos moradores de áreas endêmicas possa ser efetiva contra o 

Schistosoma mansoni, já que é uma população sensibilizada por antígenos do parasito. 



Clarice Carvalho Alves  Tese - Anexos 

96 
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