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RESUMO

Usando a apirase de batata como antígeno, as propriedades imunogênicas das 

isoformas de ATP difosfohidrolase de S. mansoni foram inicialmente exploradas

em esquistossomose experimental. Elevada reatividade de anticorpos IgG2a e

IgG1 contra esta proteína vegetal foi observada em soro de camundongos BALB/c

na fase aguda da infecção (8-9ª semana pós-infecção). Elevada reatividade de

anticorpos IgG1 com a apirase de batata, mas não de IgG2a, foi encontrada na

fase crônica da infecção (17ª semana pós-infecção), diferenciando

sorologicamente as fases da infecção. Adicionalmente, foi observado que o inóculo

de apirase de batata em camundongos BALB/c saudáveis tem marcante atividade

estimulatória, aumentando significativamente os níveis de anticorpos IgG1 e IgG2a 

específicos. O subtipo IgG1 de camundongo, mas não IgG2a, reage com a ATP

difosfohidrolase presente na preparação de SEA. A reatividade de anticorpos

contra a apirase de batata foi monitorada por um período de 11 meses em

camundongos BALB/c tratados com oxaminiquina na fase crônica da doença. A

reatividade de IgM, IgG total ou IgG1 contra a apirase de batata reduziu

significativamente (~60%) após 11 meses, enquanto IgG2a, que esteve elevada na 

fase aguda, perde a significância na fase crônica e permanece inalterada na etapa

do pós tratamento. Após a quimioterapia, os camundongos foram re-infectados

com 100 cercárias, e nenhuma diferença significativa foi observada na

soropositividade de IgG1, mas uma elevação significativa de IgG2a foi detectada

nos camundongos re-infectados sugerindo uma nova fase aguda e sua

participação nos mecanismos de proteção contra o Schistosoma. Estudos in silico

demonstraram uma íntima relação estrutural e evolucionária entre a apirase de

batata e as isoformas de ATP difosfohidrolases de S. mansoni. A predição de

modelos tridimensionais sugeriu que os domínios conservados podem estar

expostos e disponíveis para a ligação com anticorpos. O perfil de reatividade de

anticorpos contra a apirase de batata foi, então, estudado em amostras de soros

obtidas de pacientes com esquistossomose, moradores de três áreas endêmicas

diferentes. Amostras de soros de grupos de adultos e crianças mostraram alta

reatividade contra a apirase de batata, com elevação dos níveis de anticorpos IgA,

IgE, IgG1 ou IgG4, com diferenças significativas entre eles. Após a quimioterapia,

redução significativa ou ausência de reatividade de anticorpos contra a apirase de
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batata foi observada nestes pacientes. Esses achados podem estar associados à

resistência ou susceptibilidade. 

ABSTRACT

Using potato apyrase as antigen, the immunogenic stimulatory properties of S.

mansoni ATP diphosphohydrolase were initially explored in experimental

schistosomiasis. Elevated reactivity of IgG2a or IgG1 antibody against this

vegetable protein was observed in serum from acutely S. mansoni-infected BALB/c

mice (8-9th wk post-infection). Elevated IgG1 antibody reactivity against potato

apyrase, but not IgG2a, was found in chronically infected mice (17th wk post-

infection), differentiating serologically the acute and chronic phases. In addition, we

observed that inoculation of potato apyrase in healthy BALB/c mice has remarkable 

stimulatory activity, increasing significantly the specific IgG1 and IgG2a antibody

levels. Mouse IgG1 subtype, but not IgG2a, reacts with soluble ATP

diphosphohydrolase present in SEA preparation. The antibody reactivity against

potato apyrase was monitored over an 11-month period in chronically infected

BALB/c mice and treated with oxamniquine. The IgM, total IgG and IgG1 reactivity

against potato apyrase significantly decreased (~60%) after 11 months, while

IgG2a, that showed high reactivity only in the acute disease phase, remained

negative throughout the study. Following chemotherapy, the mice were reinfected

with 100 cercariae, and no significant difference was observed in IgG1

seropositivity, while significant IgG2a elevation in reinfected mice suggested a new

acute phase and its participation in the mechanisms of protection against

schistosomes. In silico studies demonstrated evolutionary and close structural

relationships between potato apyrase and S. mansoni ATP diphosphohydrolases.

Putative three-dimensional models suggested that the conserved domains may be

exposed and available for antibody binding. The antibody reactivity profile against

potato apyrase was then studied in serum samples obtained from schistosomiasis

patients, inhabitant of 3 different endemic areas. Serum samples from adults and

children groups showed high reactivity against potato apyrase, with elevation of

IgA, IgE, IgG1 or IgG4 antibody levels, with significant differences among them.

After chemotherapy, significant reduction or absence of antibody reactivity against

potato apyrase was observed in these patients. This founds maybe associated to

the resistance or susceptibility. 
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Introdução
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1 - Introdução

A ATP difosfohidrolase, ou apirase, extraída da batata Solanum

tuberosum tem uma atividade hidrolítica sobre ATP e ADP que desperta

interesse como potencial biomédico. O processo de obtenção da apirase de

batata pura é realizado por técnicas convencionais de fácil reprodução,

capazes de gerar uma quantidade significativa de proteína com alto teor de

pureza, tornando sua aplicação ainda mais atrativa (Kettlun et al., 1992; Faria-

Pinto et al., 2004).

A concentração extracelular de nucleotídeos é capaz de estimular e/ou

modular múltiplas funções nos tecidos, tais como o fluxo sanguíneo, secreções, 

processos inflamatórios e reações imunológicas (Robson et al., 2006). Os

nucleotídeos de adenosina estão envolvidos na regulação da agregação

plaquetária e do processo vascular de inflamação, através da ativação de

receptores purinérgicos (P2y e P2x), onde atuam como importantes

sinalizadores (Marcus & Sandifier, 1993; Morrone et al., 2006). A atividade da

apirase de batata tem sido aplicada in vitro para a monitoração dos níveis de

ATP ou em ensaios para o estudo da agregação plaquetária dependente de

ADP (Langston et al., 2003; Cattaneo et al., 2007). Em estudos in vivo, foi

demonstrado que a apirase de batata inoculada em animais com órgão

transplantado, seguido de contínua perfusão do órgão com esta proteína

vegetal, prolongou a sobrevida dos animais promovendo a inibição da

agregação plaquetária e a formação de microtrombos por depleção do ADP

(Koyamada, 1996). Recentemente, a apirase de batata foi inoculada em ratos

no momento de implantação de glioma, um tipo de tumor cerebral, e a

depleção do ATP extracelular inibiu a proliferação celular do tumor (Morrone et

al., 2006). 

Neste trabalho estão apresentados os estudos de imunoreatividade

cruzada entre a apirase de batata e a ATP difosfohidrolase de Schistosoma

mansoni, e suas possíveis aplicações nos estudos de interações entre este

parasito e o sistema imune.
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1.1 - ATP difosfohidrolases ou Apirases

As ATP difosfohidrolases ou apirases (EC 3.6.1.5) são enzimas que

hidrolisam nucleosídeos di- e trifosfatados aos seus correspondentes

mononucleotídeos, sendo ativadas por cátions bivalentes, especialmente,

cálcio e magnésio. Uma das primeiras proteínas desta família a ser purificada

foi a apirase de batata (Traverso-Cori et al., 1965). Existem diferentes

isoformas de apirase caracterizadas na batata Solanum tuberosum, variedades

Desirée, Pimpernel e Ultimus. Estas isoformas possuem massa molecular de

aproximadamente 49 kDa, diferindo entre elas em seus pontos isoelétricos (pI)

e razão de hidrólise ATP/ADP (Kettlun et al., 1982; Mancilla et al., 1984). A

isoforma de apirase extraída da variedade Pimpernel apresenta pI 8,74 e

possui uma capacidade de hidrolisar ATP dez vezes maior que ADP, enquanto

a isoforma extraída da variedade Desirée apresenta pI 6,69, com potencial de

hidrólise de ATP e ADP muito semelhantes. Na variedade Ultimus, foram

encontradas duas isoformas, uma de 48 kDa e uma segunda de 46,5 kDa, com

razão de hidrólise de ATP/ADP na proporção de 1/1 e 10/1, respectivamente

(Kettlun et al., 1992 a, b; Kettlun et al., 2005).

A identificação da família das ATP difosfohidrolases é recente (Handa &

Guidotti, 1996; Vasconcelos et al., 1996). Através do seqüenciamento de

aminoácidos da região N-terminal da apirase de batata Solanum tuberosum

var. Desirée (Vasconcelos et al., 1996) e através do isolamento do cDNA de

uma isoforma de apirase de S. tuberosum de fonte comercial (Handa &

Guidotti, 1996), uma nova família de proteínas foi descoberta, a das

NTPDases, que compartilham cinco regiões (ACRs; “apyrase-conserved

regions”) que são altamente conservadas entre as apirases. Dois domínios

similares aos motivos de ligação de nucleotídeos da família actina-hsp70-

hexoquinase estavam entre aqueles conservados, indicando uma possível

função nestas novas proteínas (Handa & Guidotti, 1996; Vasconcelos et al.,

1996).

Nos últimos anos, um progresso significativo foi obtido em estudos

estruturais de membros desta família de proteínas, mas nenhuma

nomenclatura uniformemente aceita ainda foi definida. Os membros desta

família estão sendo classificados em sua ordem de descoberta e por suas
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propriedades catalíticas (Robson et al., 2006). Estas proteínas são chamadas

de ATP difosfohidrolase, NTPase (nucleosídeo trifosfato hidrolase) ou NDPase

(nucleosídeo difosfato hidrolase) em parasitos, NTPDase (nucleosídeo

trifosfato difosfohidrolase) em mamíferos, e apirase em plantas. 

Oito membros desta família foram identificados e caracterizados em

células de mamíferos, incluindo seis proteínas ligadas à membrana (NTPDases

1, 2, 3, 4, 7 e 8) e duas proteínas secretadas após expressão heteróloga

(NTPDases 5 e 6). As NTPDases 1-4, 7 e 8 compartilham a mesma topologia,

tendo dois domínios que atravessam a membrana localizados próximos às re

giões N- e C-terminal, e um grande domínio extracelular contendo as 5 regiões

conservadas entre as proteínas componentes desta família (ACRs). As

NTPDases 5 e 6 possuem um único domínio transmembrana perto do N-

terminal da proteína que pode ser clivado, liberando-as para o meio

extracelular como proteínas solúveis (Robson et al., 2006).

Diversas NTPDases de tecidos de humanos, bovinos, ratos e

camundongos já tiveram seus genes clonados, e funcionalmente

caracterizados após a expressão em linhagens de células de mamíferos. Estas

proteínas foram identificadas em fígado, cérebro, pâncreas, baço, próstata,

pulmão, estômago, testículos, rins, plaquetas, linfócitos, monócitos,

macrófagos, células endoteliais e células de Langerhans (Kaczmarek et al.

1996; Gendron et al., 2002; Langston et al., 2003; Robson et al., 2006). O

possível papel das NTPDases ligadas às membranas plasmáticas, mais

especificamente as NTPDases 1, 2 e 3, é regular a concentração de

nucleotídeo extracelular e portanto, auxiliar, através de receptores purinérgicos, 

no controle de processos fisiológicos sinalizados, incluindo agregação

plaquetária, percepção da dor, contração muscular, secreção hormonal,

neurotransmissão e resposta imune (Gendron et al., 2002; Robson et al.,

2006).

As ATP difosfohidrolases têm sido também caracterizadas em parasitos,

tais como S. mansoni, Toxoplasma gondii, Entamoeba hystolytica,

Trichomonas vaginalis, Leishmania amazonensis e Trypanosoma cruzi (Asai et

al. 1992; Vasconcelos et al., 1993; 1996; Barros et al. 2000; Coimbra et al.

2002; Fietto et al., 2004; Faria-Pinto et al., 2004). Proteínas hipotéticas

encontradas nos genomas de S. japonicum, L. braziliensis, L. major e L.
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infantum foram recentemente depositadas no banco de genes, e identificadas

como pertencentes à família das ATP difosfohidrolases. Em insetos

hematófagos, membros desta família de proteínas foram encontrados nos

genomas de Anopheles gambiae e Aedes aegypti

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Em T. gondii, a enzima encontra-se localizada em grânulos densos,

vesículas secretoras do parasito e também associada à membrana do vacúolo

parasitóforo, podendo ser secretada para a aquisição de nutrientes e

mecanismos de evasão do parasito à célula hospedeira (Asai et al., 1992). Em

E. histolytica, a ATP difosfohidrolase pode estar envolvida na aquisição de

nutrientes e na virulência, visto que foi verificado que as amebas patogênicas

possuem maior atividade ecto-ATPásica que as amebas de forma de vida livre

(Barros et al. 2000). Em T. vaginalis, foi proposto pelos autores que a presença

desta enzima seria importante na modulação da concentração de nucleotídeos

no espaço extracelular, protegendo o parasito dos efeitos citolíticos destes,

principalmente do ATP (de Aguiar Matos et al. 2001). Em T. cruzi, uma ecto-

NTPDase foi caracterizada enzimaticamente e localizada por microscopia

confocal em todas as formas do ciclo de vida do parasito. Foi sugerido que esta 

proteína tem uma implicação direta nas vias de recuperação de purinas para

este parasito e que pode estar envolvida com os fatores de virulência, por

apresentar diferentes potenciais de hidrólise de nucleotídeos nas formas

epimastigotas e tripomastigotas (Fietto et al., 2004).

A primeira demonstração de uma isoforma de ATP difosfohidrolase ativa

presente no gênero Leishmania foi realizada por Coimbra e colaboradores

(2002). Esta isoforma foi localizada, através de citoquímica ultraestrutural, na

superfície externa da membrana de formas promastigotas de L. (L.)

amazonensis. (Coimbra et al., 2002). Uma isoforma de massa molecular 58-63

kDa foi isolada de preparação de formas promastigotas deste parasito,

sugerindo possuir níveis diferentes de glicosilação (Coimbra et al., 2008). Foi

sugerido que sua atividade enzimática está envolvida nos processos de

aquisição de purinas por este parasito (Coimbra et al., 2002).
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1.2 - ATP difosfohidrolase de S. mansoni e sua imunoreatividade cruzada

com a apirase de batata

Em S. mansoni, duas isoformas de ATP difosfohidrolase, com massa

molecular aproximada de 63 kDa, diferindo na solubilidade em detergentes,

ponto isoelétrico e razão da atividade ATPásica/ADPásica, foram identificadas

em vermes adultos (Vasconcelos et al., 1993; 1996). Estas isoformas

mostraram dependência a íons bivalentes e insensibilidade aos inibidores

clássicos de ATPases dos tipos P, F e V (Vasconcelos et al. 1993; 1996; Torres 

et al. 1998). Atividade ATP difosfohidrolásica foi também detectada em

esquistossômulos (Vasconcelos et al., 1997). A ecto-localização da ATP

difosfohidrolase foi mostrada por microscopia eletrônica, que identificou

depósitos de fosfato de chumbo eletro-densos na superfície externa do

tegumento de verme adulto do S. mansoni após a hidrólise de ATP ou ADP

(Vasconcelos et al., 1993). Estas duas isoformas de ATP difosfohidrolase, com

massa molecular aproximada de 63 kDa, foram também identificadas em

homogenatos de ovos de S. mansoni (Faria-Pinto et al., 2004).

As duas isoformas de ATP difosfohidrolase isoladas do tegumento de

vermes adultos de S. mansoni ou do homogenato total de ovos apresentam

imunoreatividade cruzada com anticorpos anti-apirase de batata, produzidos

em coelhos ou camundongos (Vasconcelos et al., 1996; Faria-Pinto et al.,

2004). Estes dados foram confirmados por ensaios de imunoprecipitação desde 

que anticorpos contra diferentes isoformas de apirase de batata, isoladas de

diferentes variedades de S. tuberosum, imobilizados em Proteína A-Sepharose,

imunodepletaram as atividades ATPásica e ADPásica de tegumento de verme

adulto solubilizado em detergente (Vasconcelos et al., 1996). Por técnicas de

microscopia de imunofluorescência confocal e imunolocalização, estes

anticorpos foram capazes de localizar a ATP difosfohidrolase na superfície do

verme adulto (Vasconcelos et al., 1996). Em ovos de S. mansoni, esta

imunoreatividade cruzada permitiu identificar uma das isoformas na superfície

externa do miracídio, possivelmente associada à membrana. A outra isoforma

foi observada no envelope de von Lichtenberg e no lado externo da casca,

aprisionada pelos microespinhos de superfície, confirmando que esta última é

solúvel e secretada pelo ovo (Faria-Pinto et al., 2004). 
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As isoformas de ATP difosfohidrolases isoladas do ovo do parasito foram 

reconhecidas por soros de camundongos infectados em ensaios de “Western

blots”, mas não por soros de camundongos saudáveis, sugerindo a

antigenicidade destas proteínas (Faria-Pinto et al., 2004). Em adição,

anticorpos IgG de soros de camundongos suíços infectados por S. mansoni

tiveram alta reatividade com apirase de batata, usada como antígeno em

técnica de ELISA (Faria-Pinto et al., 2004). Esta imunoreatividade cruzada

revelou a existência de domínios antigênicos compartilhados entre a proteína

vegetal e as isoformas de ATP difosfohidrolase de S. mansoni, e ainda

sugeriram o potencial de uso da apirase de batata em estudos imunológicos da

esquistossomose (Vasconcelos et al., 1996; Faria-Pinto et al., 2004). 

Recentemente foi demonstrado que novas drogas esquistossomicidas,

os ácidos alquilaminoalcanotiossulfúricos, são capazes de promover a inibição

da atividade hidrolítica da apirase de batata, e das isoformas presentes no

tegumento do verme adulto (Penido et al., 2007). Estes resultados deram

novos indícios de homologia entre a apirase da batata e as isoformas de ATP

difosfohidrolases de S. mansoni, que podem ir além das seqüências primárias

de aminoácidos, envolvendo também as estruturas conformacionais destas

proteínas (Penido et al., 2007).

Foram publicados trabalhos que caracterizaram os genes responsáveis

pela expressão das ATP difosfohidrolases neste parasito, SmATPDase 1 e

SmATPDase 2. A sequência polipeptídica transcrita pelo gene SmATPDase 1

apresenta duas porções transmembrana, de peso predito por análise in silico

de 61,35 KDa, mostrando características muito semelhantes às NTPDases de

mamíferos que se encontram associadas às membranas (DeMarco et al.,

2003). A proteína transcrita por SmATPDase 2 tem peso molecular predito de

63,78 KDa, e apresenta em sua região amino terminal um único sítio de ligação 

a membrana, que ao ser clivado origina uma proteína de 55 KDa. Esta proteína

solúvel é ativamente secretada por vermes adultos (Levano-Garcia et al.,

2007). A presença de duas isoformas desta proteína, codificadas por genes

distintos, sugeriu sua importância na manutenção dos processos fisiológicos do

parasito (Levano-Garcia et al., 2007).
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1.3 – A esquistossomose mansoni – aspectos gerais da infecção

Os schistosomas são membros da família Schistosomatidae, classe

Trematoda, subclasse Digenea. Dentro da família, o gênero Schistosoma é o

único cujas espécies são parasitos de hu manos, tendo como espécies de

maior ocorrência S. mansoni, S. haematobium e S. japonicum. O S.

intercalatum e o S. mekongi têm distribuição restrita, sendo encontrados na

África e Ásia, respectivamente. 

A esquistossomose, causada pelos helmintos do gênero Schistosoma, é

uma doença tropical milenar que afeta mais de 200 milhões de indivíduos em

todo o mundo. Geograficamente, a esquistossomose abrange cerca de 80

países, distribuída entre os continentes africano, asiático e americano. Com um

número superior a 100 milhões de pessoas apresentando sintomas clínicos,

esta doença é considerada um grave problema em saúde pública (Coura &

Amaral, 2004). A diversidade de fatores que envolvem a transmissão da

esquistossomose dificulta o seu controle (De Farias et al., 2007), fazendo com

que todas as estratégias de controle, diagnóstico e tratamento sejam de grande 

relevância para os governos.

Popularmente conhecida como “barriga d’água”, “xistose”, dentre outros,

a esquistossomose mansoni é uma doença crônica debilitante causada pelo

helminto S. mansoni que tem como característica a presença de vermes

adultos que habitam as veias do sistema porta-hepático de humanos e outros

mamíferos. A infecção por S. mansoni apresenta como principal dano

imunopatológico a resposta inflamatória granulomatosa formada ao redor dos

ovos do parasito que ficam aprisionados no fígado e intestino (Pearce &

MacDonald, 2002).

A prevalência das formas clínicas graves, observada em pacientes de

áreas endêmicas, é muito variável e estas manifestações variam de acordo

com a localização, intensidade do parasitismo, capacidade de resposta do

indivíduo à infecção ou ao tratamento. Depois de estabelecida a infecção, os

ovos dos parasitos são levados pelo sangue para o fígado, baço e pulmão,

onde secretam enzimas capazes de provocar intensa reação inflamatória, a

qual é acompanhada por uma eosinofilia e formação de reações inflamatórias

granulomatosas ao redor destes. Durante o desenvolvimento do miracídio

dentro do ovo, período que dura cerca de seis dias, várias moléculas são



25

liberadas para o meio externo e esta liberação persiste por mais 12 dias

durante a sobrevida do miracídio dentro dos ovos maduros. Estas moléculas se 

comportam como antígenos, despertando uma intensa resposta celular

(Ferreira et al., 1995).

A esquistossomose aguda, também conhecida como febre de Katayama, 

é caracterizada por uma reação de hipersensibilidade contra a presença dos

esquistossômulos, durante a infecção primária por Schistosoma. Os sintomas

desta reação podem ter início poucas semanas após a infecção, sendo

detectada a partir de exames clínicos. O exame de fezes nem sempre é capaz

de detectar esta fase da infecção, sendo os sintomas como perda de peso,

intensa dor abdominal, diarréia e hepatoesplenomegalia utilizados na avaliação

clínica da fase aguda (Gryssels et al., 2006). Nesta fase a infecção se

caracteriza por uma reação inflamatória granulomatosa muito intensa ao redor

dos ovos presentes nos tecidos (Neves, 2005). 

A fase crônica da infecção pode se apresentar de forma mais branda,

com perda de apetite, dispepsia e desconforto intestinal, caracterizando a

forma intestinal da doença, que é encontrada com mais freqüência. Podemos

observar a forma hepatointestinal é caracterizada pelo aumento do fígado, mas

não do baço, e a forma mais grave que é a hepatoesplênica, onde ocorre

aumento considerável do baço e do fígado. Esta forma grave é desencadeada

por fibrose periportal, central e periférica, que causam a hipertensão pulmonar

e hipertensão porta (Neves, 2005). Os eventos fisiopatológicos da fase crônica

da infecção são também causados pela presença dos ovos nos tecidos. 

Os indivíduos que respondem imunologicamente aos antígenos

secretados pelos ovos são capazes de gerar áreas de fibrose ao redor destes,

que ficam aprisionados nos tecidos e, em geral, irão desenvolver a forma mais

branda da doença. Trabalhos mostraram que indivíduos imunologicamente

comprometidos, como os portadores de HIV, apresentam uma menor

eliminação de ovos nas fezes, evoluindo para formas mais graves da

esquistossomose. Da mesma forma, camundongos incapazes de produzir

resposta imune do tipo Th2 (com depleção da produção de IL-13) desenvolvem 

granulomas mais severos (Pearce & MacDonald, 2002). De alguma forma o

desenvolvimento da resposta imune já nas fases iniciais da infecção é de

extrema importância na evolução clínica da esquistossomose.
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O granuloma esquistossomótico é uma reação inflamatória, focalizada

ao redor dos ovos, que concentra uma variedade de células com capacidade

fagocitária dispostas de maneira compacta e organizada com a finalidade de

aprisionar e eliminar a presença dos antígenos tóxicos nesta região (Lenzi et

al., 1998). Nas fases aguda e crônica da esquistossomose, em modelo murino,

pode-se verificar que os granulomas encontrados no tecido hepático se

apresentam em uma fase exudativa-produtiva. A atividade celular ainda se

mantém intensa encontrando-se células gigantes, linfócitos e alta concentração

de macrófagos e eosinófilos ao redor dos ovos. Progressivamente, as lesões

são ocupadas pela deposição de colágeno, realizada por fibroblastos presentes 

nesta região, resultando em áreas de fibrose para cada granuloma formado,

podendo causar prejuízos das funções dos hepatócitos (Lenzi et al., 1998). 

O exame parasitológico de fezes, apesar de ser o exame laboratorial

mais utilizado no diagnóstico da esquistossomose, é de baixa sensibilidade.

Portanto, não pode ser considerado inteiramente satisfatório para os estudos

epidemiológicos (Lambertucci & Barraviera, 1994). Os métodos diretos de

detecção de ovos do parasito em material obtido por meio de biópsia são

comumente empregados para controle de cura individual e avaliação da

eficácia do tratamento. No entanto, a biópsia retal e hepática são métodos

invasivos e também não se aplicam a estudos epidemiológicos (Lambertucci &

Barraviera, 1994).

Várias reações sorológicas têm sido propostas em substituição aos

exames clássicos citados. A detecção de material antigênico circulante, oriundo 

da renovação do tegumento multilaminar ou do material digestivo de

regurgitação do verme (antígenos catódicos e antígenos anódicos circulantes),

bem como a pesquisa de anticorpos circulantes, tem sido utilizada para o

desenvolvimento de técnicas imunológicas que permitem o diagnóstico da

esquistossomose (da Silva et al. 1998).

Os métodos laboratoriais sorológicos indiretos, por outro lado, procuram

identificar o contato atual ou passado com o verme, através da investigação da

resposta imune do hospedeiro a antígenos das várias fases do ciclo de vida do

S. mansoni. É comum a utilização de antígenos como o extrato total de

cercária, ovo ou de verme adulto, o que leva a uma alta imunoreatividade com

anticorpos presentes em soros de pacientes portadores de esquistossomose
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(Noya et al., 2000). Algumas proteínas já foram identificadas e tiveram suas

seqüências gênicas clonadas e expressadas em bactérias ou leveduras por

meio de engenharia genética, permitindo a obtenção em larga escala para uma

ampla aplicação em sorologia (Feldmeier & Poggense, 1993; Noya et al.,

1998). No entanto, o uso de proteínas recombinantes também tem encontrado

limitações, uma vez que a proteína de fusão nem sempre é bem reconhecida

pelo soro humano quanto o é a proteína nativa, principalmente quando

epitopos de natureza glicosídica estão envolvidos na resposta imune

(Feldmeier & Poggensee, 1993).

Alguns trabalhos têm mostrado que as reações de hemaglutinação têm

sensibilidade entre 70 e 80% nos casos de esquistossomose aguda (Ross et

al., 2007), e tem parecido uma boa escolha em comparação ao teste de ELISA, 

no qual o antígeno mais comum é originado dos ovos do S. mansoni. Nesta

fase da infecção, os indivíduos apresentam poucos ovos e conseqüentemente

um falso negativo nas técnicas de ELISA (Ross et al., 2007).

Alternativamente, existem técnicas que se baseiam na reação cruzada

entre antígenos de outra origem e os soros de indivíduos infectados, como

aquela que emprega o KLH (“Keyhole limpet hemocyanin”), hemocianina do

caramujo Megathura crenulata, que compartilha epitopos de carboidratos com

um antígeno de 38 kDa presente na superfície do esquistossômulo. O exame

mostra-se promissor como marcador sorológico da fase aguda da doença

(Wuhrer et al., 2000). Em ensaios comparativos entre os antígenos KLH e SEA

(antígenos solúveis de ovos), através da técnica de ELISA, os níveis IgG e IgM

detectados em amostras de soros de pacientes com esquistossomose em fase

aguda e crônica da infecção mostraram sensibilidades e especificidades

semelhantes, estimulando a exploração do KLH como recurso diagnóstico da

esquistossomose (Beck et al., 2004).

A farmacoterapia é ainda a principal estratégia contra a

esquistossomose para a erradicação dos parasitos em indivíduos infestados e

para reduzir a incidência, a intensidade e a morbidade nas populações de

áreas endêmicas. Atualmente, o fármaco de escolha é o praziquantel, um

derivado pirazinoisoquinolínico, efetivo para todas as espécies de

Schistosomas que infectam humanos, tendo atuação também sobre cercarias,
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esquistossômulos e vermes adultos. Esta droga provoca a paralisia da

contração muscular do verme, aumenta a permeabilidade da membrana aíons

cálcio e podem interferir nos mecanismos de escape do parasito ao sistema

imune do hospedeiro, dentre outros (Ribeiro-dos-Santos et al., 2006). Outra

droga comercializada no Brasil com o nome de Mansil, a oxaminiquina, é um

derivado tretraidroquinoleínico, que é eficaz contra as formas adultas ou

imaturas do S. mansoni nas fases aguda e crônica da doença. Tem atuação

sobre a síntese de ácidos nucléicos do parasito, provocando a alquilação das

moléculas de DNA (Ribeiro-dos-Santos et al., 2006). Em função da resistência

adquirida a estas drogas comumente usadas, novos esquistossomicidas estão

sendo pesquisados (Ribeiro-dos-Santos et al., 2006; Penido et al., 1994; 2007).

1.4 - Aspectos da resposta imune na esquistossomose 

As manifestações patológicas da esquistossomose mansoni levam a

uma resposta inflamatória granulomatosa, decorrente da deposição de ovos no 

fígado e intestino, que é responsável por obstrução venosa,

hepatoesplenomegalia e ascite (Pearce & MacDonald, 2002). O granuloma é

formado a partir de antígenos do ovo que são continuamente apresentados às

células Th (CD4+) e o consequente acúmulo de células efetoras da resposta

imunológica em torno da região que contém os ovos do parasito. Em humanos,

a esquistossomose é capaz de induzir resposta imune celular e humoral que

são relacionadas diretamente aos antígenos do parasito presentes durante a

infecção esquistossomótica. A infecção pelo S. mansoni é capaz de estimular

as células Th1 e a imunidade celular, em geral, através da secreção de

citocinas como o IFN- , enquanto que as células de perfil Th2, que se mostram

acentuadas na fase crônica da infecção, mostram uma secreção predominante

de IL-4 e IL-10 (Comin et al.,2008; Caldas et al., 2008).

Apesar de inúmeros estudos acerca da resposta imunológica humana a

esquistossomose, os mecanismos que tornam os humanos resistentes a

infecção pelo S. mansoni ainda não estão completamente esclarecidos.

Anticorpos da classe IgA são detectados na fase aguda da infecção sendo

correlacionados com a viabilidade e o número de ovos do parasito, enquanto

anticorpos IgM e IgG são encontrados tanto na fase aguda como na fase
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crônica da esquistossomose (Evengard et al., 1990; Capron et al., 1995).

Anticorpos IgG1 e IgG3 se ligam mais eficientemente aos receptores presentes

nos monócitos, macrófagos e células “Natural Killer” , sendo capazes de

estimular a citotoxicidade mediada por células anticorpos-dependentes contra a 

penetração das cercárias. Anticorpos IgE, interagindo com eosinófilos e células

fagocitárias, são efetivos na destruição dos esquistossômulos in vitro, e podem 

ser importantes no mecanismo de defesa da pele, uma vez que estes tipos

celulares são encontrados durante a penetração das cercárias últimos (Khalife

et al., 1986; 1989; Dunne et al., 1992; Hagan e Abath, 1992; Corrêa-Oliveira et

al., 2000 a,b; Naus et al. 2003).

Já foi observada a maior susceptibilidade de indivíduos jovens a

reinfecção e acredita-se que este fato possa estar relacionado aos níveis

elevados de IgM e com a indução precoce de anticorpos bloqueadores IgG2 e

IgG4, que não são capazes de conferir proteção e interferem com a função dos

anticorpos protetores como IgE, IgG1 e IgG3, bloqueando a atividade fagocítica 

estimulada pela presença destes últimos (Khalife et al., 1986; 1989; Dunne et

al., 1992; Hagan e Abath, 1992; Corrêa-Oliveira et al., 2000 a,b; Naus et al.

2003).

Apesar do sucesso obtido por vários antígenos em imunizações em

modelos animais, a resposta imune para compor uma vacina humana é bem

mais complexa. Dentre estes antígenos, podemos observar moléculas

purificadas, peptídeos e antígenos recombinantes (Oliveira et al., 2008). Dos

antígenos recombinantes podemos citar a Sm23 (proteína integral da

membrana de 23 kDa) e a triose fosfato isomerase (TPI). Nesta busca de

moléculas vacinais surgiu a MAP3, a partir da sequencia da Sm23, e a MAP4,

a partir da sequência da TPI, que embora sejam capazes de produzir uma

resposta humoral significativa, não foi possível relacioná-las com a resistência

à infecção por S. mansoni. Para Sm23, uma vacina de DNA foi criada e

testada em modelos experimentais, onde foi possível observar uma redução da

resposta inflamatória pulmonar e aumento da secreção de INF- e anticorpos

específicos (Ganley-Leal et al., 2005; Loukas et al., 2007). 

Proteínas musculares dos vermes adultos como a Sm97-paramiosina e

a Sm62-IrV5 (proteína com fragmento de sequência homóloga à sequência da

miosina humana) são capazes de estimular uma resposta humoral eficiente no
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controle da infecção, ou seja, uma resposta predominantemente Th2, com

predomínio da resposta protetora a partir de anticorpos IgE específicos (Al-

Sherbiny et al., 2003). Especialmente a Sm97-paramiosina, é também capaz

de promover estímulos de células T.

Enzimas como a Sm28-GST (glutationa-S-transferase), Sm28-TPI

(fosfato isomerase) e a SG3PDH (gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase) foram

capazes de estimular uma resposta imune humoral associada ao estímulo de

células B, com produção de níveis de anticorpos IgE específicos capazes de

promover resistência à re-infecção em pacientes e em modelos animais (Al-

Sherbiny et al., 2003). 

Um dos componentes protéicos dos ovos de S. mansoni mais abundante 

e melhor estudado é o Sm-p40, homólogo às proteínas de “heat shock”. Esta

proteína estimula uma forte resposta Th2 em camundongos C3H e CBA, que

representam linhagens caracterizadas por severa imunopatologia induzida pelo

ovo, e nenhuma resposta em BL/6 (H-2b), linhagem de camundongos que

formam pequenos granulomas (Stadecker et al., 2001). Em trabalhos mais

recentes, o estímulo de cultura de células mononucleares de sangue periférico

de pacientes com esquistossomose com Sm-p40 foi capaz de estimular a

secreção de níveis elevados de IL-10, estimulando a aplicação da mesma

como um antígeno capaz de modular o granuloma (Abouel-Nour et al., 2006).

Outro antígeno presente nos ovos do parasito e já descrito é a enzima

fosfoenolpiruvato carboxiquinase (Sm-PEPCK) que, ao contrário dos antígenos

Sm-p40, estimulam uma forte resposta granulomatosa em camundongos BL/6

(Stadecker et al., 2001).

A tioredoxina peroxidase (Sm-TPx-1) é uma proteína da classe dos

antioxidantes conhecidos como peroxiredoxinas, que está envolvida nos

processos vitais do parasito. A Sm-TPx-1 foi caracterizada como um antígeno

sendo secretada ativamente pelo envelope de von Lichtenberg do ovo de S.

mansoni (Williams et al., 2001; Alger et al., 2002) e provocando uma resposta

imune balanceada Th1/Th2 em camundongos BL/6 e CBA. O recombinante

desta proteína também possui propriedades antigênicas sendo capaz de

provocar uma polarização da resposta imune tipo Th1. Outra proteína

conhecida como IPSE, proteína indutora de IL-4, foi purificada de ovos e
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localizada nas regiões abaixo da casca do ovo, sendo secretada pelos ovos de

S. mansoni para o meio externo (Schramm et al., 2003). Estudos realizados

revelaram que a IPSE foi capaz de estimular a produção de IL-4 e de IL-13 por

basófilos humanos, indicando que esta proteína pode representar um fator de

ligação da IgE aos basófilos. Estudos recentes revelaram que a proteína IPSE

é idêntica a proteína alfa-1, descrita como sendo um dos antígenos de ovos de

S. mansoni, sendo denominada de IPSE/alfa 1 pelos autores. Esta proteína foi

caracterizada como um antígeno produzido por ovos maduros e ativamente

secretado por estes, podendo estar envolvida na modulação da resposta imune 

para Th2 durante a infecção em função do seu íntimo contato com as células

do hospedeiro e o estímulo para liberação de IL-4 pelos basófilos (Schramm et

al., 2007).

Existem duas outras proteínas, localizadas no tegumento de vermes

adultos, que foram capazes de conferir mais de 50% de redução no número de

vermes adultos em camundongos imunizados e infectados e que apresentaram

potencial papel protetor na resposta imune desenvolvida em humanos, Sm-

TSP-2 (tetraspanina D) e a Sm 29 (Tran et al., 2006; Cardoso et al., 2006).

Ambas são capazes de se mostrar significativamente reativas com os isotipos

IgG3 e IgG1 em amostras de pacientes resistentes a infecção e a re-infecção

(Tran et al., 2006; Cardoso et al., 2006).

Dentre outros antígenos, a Sm14-FABP, proteína ligadora de ácidos

graxos, merece destaque. É um antígeno que estimula resposta celular e

humoral, onde foi avaliado seu potencial de promover a resistência a infecção

através da elevação de níveis de INF- , este mesmo potencial foi observado

para a proteína recombinante, a qual ofereceu resultados promissores em

relação ao aumento da resposta imune protetora em modelos animais (Brito et

al., 2000; Fonseca et al., 2004). Quando utilizada para vacinação, a Sm 14

recombinante foi capaz de conferir cerca de 67,9% de proteção (Oliveira et al.,

2008)

Como já mencionado, a família das ATP difosfohidrolases só foi descrita

recentemente. Em parasitos patogênicos, a atividade catalítica destas

proteínas tem sido relacionada aos processos de aquisição de purinas e/ou a

virulência, e somente os genes de ATP difosfohidrolases de T. gondii
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(Bermudes et al., 1994), T. cruzi (Fietto et al., 2004) e S. mansoni (Levano-

Garcia et al., 2007) foram publicados. Estudos preliminares de antigenicidade

só foram demonstrados para as isoformas de T. gondii e S. mansoni (Johnson

et al., 1999; Faria-Pinto et al., 2004). Portanto, são proteínas cujos estudos

estão ainda em fases iniciais.

Os projetos genômico e proteômico de S. Mansoni têm feito a análise

das seis fases do ciclo biológico, concentrando esforços na identificação dos

genes correspondentes às proteínas expostas na superfície do parasito ou

secretadas, e que são expressas durante a passagem no hospedeiro

mamífero. Estas proteínas são de particular importância, desde que são

candidatas à produção de vacinas ou alvos terapêuticos (Foster & Johnston

2002; Verjovski-Almeida et al., 2003; Braschi et al., 2006; Oliveira et al., 2008).

Interessantemente, a categorização dos genes pelo programa “Gene Ontology”

identificou os genes das isoformas de ATP difosfohidrolase de S. mansoni

entre aqueles que deverão ser investigados (Verjovski-Almeida et al., 2003;

Braschi et al., 2006; Oliveira et al., 2008).

Imunoreatividade cruzada foi observada entre a apirase de batata e as

isoformas isoladas de S. mansoni (Vasconcelos et al., 1996; Faria-Pinto et al.,

2004). Nesta tese, esta imunoreatividade cruzada foi explorada para a

identificação dos domínios antigênicos conservados entre estas proteínas, e

esclarecer qual a relação com os outros membros desta família.
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2 – Justificativas

As ATP difosfohidrolases são membros de uma família de proteínas – a

família das ATP difosfohidrolases - descrita há pouco mais de 10 anos.

Apesar de estas proteínas serem amplamente distribuídas por diversos

organismos, somente em alguns parasitos patogênicos ela foi descrita, e não

há qualquer relato de suas propriedades imunogênicas em doenças infecto-

parasitárias. Até os dias de hoje, só existem dados a respeito da reatividade de

IgG total às proteínas isoladas de Toxoplasma gondii (Johnson et al., 1999), e

de Schistosoma mansoni (Faria-Pinto et al., 2004). A clonagem de genes das

ATP difosfohidrolases de parasitos só tem sido divulgadas recentemente,

muitas delas como proteínas hipotéticas no genoma.

A ATP difosfohidrolase da batata Solanum tuberosum é purificada com

sucesso em nosso laboratório desde 1996 foi observado que os anticorpos

contra esta proteína, produzidos em coelhos e camundongos, são capazes de

reconhecer as isoformas desta proteína extraída de vermes adultos

(Vasconcelos et al., 1996) e de ovos de Schistosoma mansoni (Faria-Pinto et

al., 2004), mostrando que existem domínios comuns e antigênicos nas

isoformas extraídas do vegetal e do parasito.

Considerando que a descrição desta família de proteínas é recente, foi

nosso interesse dar início ao entendimento de qual a relação estrutural e

evolutiva entre os membros desta família. Além disso, a imunoreatividade

cruzada de fato existe, vislumbramos a possibilidade de identificação dos

domínios compartilhados e qual o tipo de resposta imune é pode ser produzida

por estes na infecção experimental e em pacientes com esquistossomose.
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3 - Objetivos

3.1 - Objetivo geral

Identificar os domínios compartilhados entre a proteína vegetal e as 

isoformas de ATP difosfohidrolases de parasitos através da imunoreatividade

cruzada entre a apirase de batata e soros de indivíduos com doenças infecto-

parasitárias.

3.2 - Objetivos específicos

a) Avaliar o perfil de isotipos de anticorpos reativos com a apirase de

batata durante a progressão da esquistossomose experimental

duranteas fases aguda e crônica, pós-tratamento e re-infecção;

b) Avaliar o potencial imunogênico da apirase de batata em coelho e

camundongos BALB/c; 

c) Identificar a isoforma solúvel de ATP difosfohidrolase de S. mansoni em

preparações antigênicas de ovos e vermes adultos;

d) Verificar se existe imunoreatividade cruzada entre a apirase de batata e

NTPDases de mamíferos;

e) Determinar a relação filogenética entre os membros da família das ATP

difosfohidrolases;

f) Alinhar as seqüências primárias das ATP difosfohidrolases de diversas

origens e identificar os domínios compartilhados com a apirase de

batata;

g) Determinar a estrutura tridimensional da apirase de batata e da

SmATPDase 2 de S. mansoni por modelagem computacional;

h) Identificar os epitopos da ATP difosfohidrolases ligantes de anticorpos e

seqüências nanoméricas ligantes de moléculas HLA-DR por análises in

silico;

i) Quantificar a reatividade de anticorpos IgG e IgM reativos com a apirase

de batata em pacientes com esquistossomose, leishmaniose cutânea

americana e doença de Chagas;

j) Quantificar a reatividade de anticorpos IgM, IgA, IgE , IgG e os subtipos

IgG1 e IgG4 com a apirase de batata em amostras de soros pacientes

com esquistossomose moradores de áreas de baixa e alta

endemicidade, antes e pós-tratamento;



37

k) Quantificar a reatividade de anticorpos IgA, IgE e os subtipos IgG1 e

IgG4 em pacientes co-infectados com S. mansoni e ancilostomídeos

reativos com a proteína vegetal.
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4 - Material e Métodos

4.1 - Purificação de apirase de batata

A purificação de apirase de batata S. tuberosum, de origem comercial,

foi realizada de acordo com método previamente descrito (Traverso-Cori et al.,

1965; Kettlun et al., 1982). Em resumo, as batatas foram descascadas e

trituradas em liquidificador, com adição de ácido tioglicólico 10 mM para inibir o

escurecimento pela ação das tirosinases. A mistura foi deixada em repouso (10

minutos) e filtrada em gase para remoção do amido. Em seguida, as em

solução proteínas foram precipitadas por adição lenta e sob agitação de sulfato

de amônio até que se atinja 40% de saturação. O precipitado foi descartado e

ao sobrenadante foi adicionada uma quantidade de sulfato de amônio

necessária para atingir 70% de saturação. Nesta etapa, o precipitado foi

guardado e ressuspenso em ácido tioglicólico a 10 mM. Este procedimento foi

repetido 3 vezes. Cada centrifugação foi realizada a 13.000 g por 10 min, sob

refrigeração. Após a precipitação final, as amostras foram submetidas a

colunas de filtração em gel (Sephadex G-25 e Sephadex G-100) e, como etapa

final, coluna de troca-iônica (carboximetil celulose), seguida de diálise. Os picos 

de proteínas extraídas das colunas foram determinados pela medida de

densidade óptica a 280 nm, e a identificação das atividades ATPásica e

ADPásica pelo Método de Taussky & Shorr (1953). O rendimento da

purificação foi verificado ao longo do processo através de dosagem de

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

poliacrilamida a 10% e 0,1% de SDS (Laemmli, 1970), seguida de coloração

pelo Coomassie blue.

4.2 - Obtenção de antígenos solúveis de parasitos

A preparação dos antígenos solúveis de vermes adultos (SWAP) e de

ovos (SEA) foi realizada de acordo com a técnica previamente descrita por

Colley et al (1977). Os parasitos e ovos foram extraídos de animais

(camundongos suíços) com 7 ou 8 semanas de infecção com

aproximadamente 300 cercárias. Os ovos foram recuperados de fígados e

intestinos dos animais infectados. Os tecidos foram triturados e os ovos que se

desprendem destes foram recuperados por filtração em peneiras especiais

para captura dos ovos. Os ovos em tampão Dulbecco’s foram então rompidos
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através de ciclos de 10 minutos em banho de ultrassom e banho de gelo pelo

mesmo período de tempo, quando todo material solúvel foi extraído e

posteriormente recuperado por centrifugação a 50.000 x g. Os vermes adultos

foram extraídos por perfusão e suspensos em salina 1,7% e submetidos a

ciclos de ruptura de tecido com 30 segundos de homogeneização em Potter,

com 60 segundos de intervalo entre as homogeneizações. O homogeneizado

obtido dos vermes foi então submetido à centrifugação por 1 h a 50.000 x g e o 

sobrenadante foi coletado. A concentração de proteínas foi determinada pelo

método de Lowry (Lowry et al., 1951), usando albumina bovina como padrão.

Estas preparações foram estocadas à -20º C até o momento do uso. 

A preparação de antígenos de formas promastigotas de L. braziliensis

(MHOM/BR/1975/M2903), obtidas de acordo com Pedras et al. (2003), foi

gentilmente doada pelo Dr. Marcos José Marques da Universidade Federal de

Alfenas/UNIFAL, Alfenas, Minas Gerais. A preparação de antígenos de formas

epimastigotas da cepa Y de T. cruzi, obtidas de acordo com método descrito

por Gomes et al. (2005), foi gentilmente doada pela Dra. Juliana Gomes do

CPqRR/Fiocruz de Belo Horizonte.

4.3 - Produção de soros policlonais anti-apirase de batata

Coelhos brancos (raça Nova Zelândia) receberam 3 inóculos

subcutâneos de apirase de batata (100 g), com intervalos de 15 dias entre

eles. Fêmeas de camundongos BALB/c (n= 4), com 7 semanas de vida e

pesando entre 18 e 22 g, receberam 3 doses de antígeno peritoneais de

apirase de batata (10 g), com intervalo de 15 dias. A apirase de batata foi

emulsificada em Adjuvante de Freund Completo para o primeiro inóculo, e em

Adjuvante de Freund Incompleto para os outros dois inóculos. O soro pré-

imune e o soro imune, obtido após 15 dias do último inóculo, foram estocados a 

-20 C. O título de anticorpos anti-apirase de batata foi avaliado por ELISA,

usando a apirase de batata como antígeno.

4.4 - Infecção experimental de camundongos

Fêmeas de camundongos BALB/c foram adquiridos do centro de

Biologia da Reprodução (CBR), localizado no Instituto Ciências Biológicas da
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Universidade Federal de Juiz de Fora. Cercárias obtidas de caramujos

Biomphalaria glabrata infectados com miracídios provenientes da cepa LE de

Belo Horizonte, através do centro de Pesquisas René Rachou, foram usadas

para a infecção. Na 7ª semana de vida, os animais do experimento, pesando

entre 18 e 22 g, foram submetidos à infecção subcutânea com 25 cercárias de

S. mansoni. Um grupo de animais foi mantido sem infecção para controle dos

experimentos.

Após 60 (8 a 9 semanas) ou 120 (17 semanas) dias da infecção, um

grupo de animais infectados (n= 6) e um grupo de animais controle (n= 6)

foram submetidos à coleta de sangue. Três camundongos infectados foram

sacrificados e a contagem de vermes foi feita após a perfusão total do sangue

com salina (NaCl a 1,7%) heparinizada, de acordo com a técnica descrita por

Pellegrino & Siqueira 1956. A contagem mostrou aproximadamente 9

vermes/camundongo (X= 9 4). As amostras coletadas foram armazenadas a -

20 C.

Aos 127 dias de infecção, camundongos infectados (n= 6) e não

infectados (n= 6) foram tratados por via oral com uma dose de oxamniquina

(400 mg/Kg). Amostras de soro foram obtidas aos 4 e 11 meses após o

tratamento, e neste último mês, para controle da eficácia terapêutica, três

camundongos foram submetidos à perfusão para a contagem de vermes.

Nenhum verme foi encontrado.

Um ano após o tratamento, para testar a reversibilidade dos níveis de

anticorpos após a eliminação dos vermes, animais (a) infectados e tratados e

(b) não infectados e tratados foram re-infectados percutaneamente com 100

cercárias. Cinqüenta dias após o desafio, sangue foi colhido para obtenção de

soro. Um grupo de animais (n= 6) controle foi mantido sob as mesmas

condições padrão durante todo o tempo de experimento. Camundongos

infectados e não tratados, morreram durante o período do experimento.

Todos os animais de experimentação foram mantidos sob as mesmas

condições padrão de cuidados de biotério. Este estudo foi aprovado pelo

comitê de Ética da UFJF, Juiz de Fora/Brasil.
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4.5 - Estudo de imunoreatividade cruzada entre NTPDases de mamíferos e

anticorpos anti-apirase de batata

Camundongos suíços com 8 semanas de infecção experimental por

cercarias (com 100 cercárias/animal) de S. mansoni foram sacrificados para

retirada de órgãos. O fígado de cada um dos animais foram coletados e

colocados em pequenos recipientes plásticos, que tiveram o fundo

anteriormente revestido com uma fina camada da resina, comercialmente

chamada de Tissue-Tek (OCT Compoud). Os recipientes foram preenchidos

com Tissue-Tek, deixando os fígados totalmente submersos na resina, e foram

então envolvidos completamente com papel alumínio. Uma vez embalados, os

recipientes foram colocados em garrafas contendo nitrogênio líquido para a

polimerização da resina e formação dos blocos. Os blocos foram estocados a -

70 ºC até o momento do uso.

As peças de fígado foram retiradas dos recipientes e os blocos formados 

foram adaptados a um Criostato, micrótomo refrigerado (Leica CM 1800), e

seccionados à temperatura de -17 ºC. O micrótomo foi ajustado para obtenção

de cortes com a espessura de 10 m, que foram aderidos às lâminas

previamente tratadas com poli-L-Lisina. Para este tratamento prévio com poli-L-

Lisina, as lâminas foram bem lavadas com água e sabão neutro, enxaguadas

com água deionizada e deixadas em poli-L-Lisina 0,01% por 30 minutos; a

solução foi retirada e as lâminas enxaguadas com água deionizada e

colocadas à temperatura ambiente para secar. Uma vez aderidos às lâminas,

os cortes foram fixados em acetona, a temperatura de -20 ºC, por cerca de 20

minutos. O fixador foi retirado e os cortes receberam uma lavagem em SSTF

(Tampão salina-fosfato) e foram cobertos por uma solução bloqueadora

constituída de 2% de leite desnatado, 2,5% de albumina bovina e 8% de soro

fetal bovino em SSTF, durante 45 minutos. A solução de bloqueio foi retirada e

os cortes foram lavados em SSTF por três vezes, em tempos de 3, 5 e 7

minutos. Em seguida, os cortes foram incubados por 15 h a 4 ºC com o soro de 

coelho contendo anticorpos anti-apirase de batata, diluído 1:250. Os cortes

foram novamente lavados em SSTF por 3, 5 e 7 minutos e incubados por 60

minutos, a 37 ºC em atmosfera de CO2, com anticorpos secundários anti-IgG

de coelho conjugados a rodamina (anti-rabbit-TRITC, Jackson, USA) diluídos

em SSTF (1:800). Repetiram-se as lavagens e as lâminas foram montadas em
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solução de DABCO (1,4-Diazobiciclo[2,2,2]octano), que continha 2,5% deste

sal + 50% de glicerol, diluídos em SSTF. Como controle, algumas lâminas

contendo os cortes foram processadas da mesma maneira, porém foram

incubadas somente com o anticorpo secundário. Para eliminar a excessiva

autofluorescência proveniente da casca dos ovos de S. mansoni, as lâminas

foram analisadas em um Microscópio de Varredura Confocal a Laser (LSM

410-Zeiss), aplicando o filtro (LP 570) para as emissões na região da luz verde.

4.6 - Seleção de pacientes de áreas endêmicas para esquistossomose

A) População de área de baixa endemicidade – áreas de Chonim de Cima

e Penha do Cassiano

Os distritos de Chonim de Cima e Penha do Cassiano pertencem ao

município de Governador Valadares, composto por regiões que apresentam

coleções hídricas como córregos e lagoas, as quais são utilizadas pela

população local para atividades de lazer. A economia da região é baseada em

atividades agrícolas, com pequenos negócios e comércio local. As

comunidades possuem uma deficiente infra-estrutura básica de água tratada e

captação e tratamento de esgoto, fatores que facilitam a manutenção do ciclo

de vida do S. mansoni nestas áreas.

Da população de Chonim de Cima, foram selecionadas 30 amostras de

soros de pacientes, divididas em dois grupos: soros de pacientes com idade

até 17 anos (n= 10) e soros de pacientes com idade acima de 18 anos (n= 20).

Todos estavam com esquistossomose, diagnóstico confirmado por exame

clínico e laboratorial, usando o método Kato-katz para o exame parasitológico

de fezes. Estes pacientes tiveram amostras de sangue colhidas antes e após

tratamento quimioterápico com praziquantel (40 mg/Kg de peso), ao qual foram

submetidos após o diagnóstico. A efetividade do tratamento quimioterápico foi

observada pelos resultados negativos no exame parasitológico de fezes após

180 dias do tratamento. Estas amostras de soros foram usadas para a

quantificação de IgG e IgM reativas com apirase de batata, SEA e SWAP antes

e após o tratamento. Dez amostras de soros de indivíduos moradores de área

não endêmica para esquistossomose e considerados clínica e

laboratorialmente saudáveis foram usadas como controle.
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Da população do distrito de Penha do Cassiano, de características

epidemiológicas semelhantes da população de Chonim foram selecionadas 49

amostras de soros, divididas em dois grupos: soros de pacientes com idade até 

17 anos (n= 15) e soros de pacientes com idade acima de 18 anos (n= 34).

Todos os pacientes possuíam diagnóstico positivo, clínico e parasitológico,

para esquistossomose, e foram submetidos ao tratamento quimioterápico com

praziquantel (40 mg/Kg de peso). Para a avaliação dos isotipos de anticorpos

(IgG1, IgG4, IgA e IgE) reativos com a apirase de batata, foram selecionadas

34 amostras daquelas iniciais (8 amostras de indivíduos com até 17 anos e 26

amostras de indivíduos com mais de 18 anos). A efetividade do tratamento

quimioterápico foi observada pelo exame parasitológico de fezes Kato-katz

após 180 dias. Somente 17 pacientes (5 crianças e 12 adultos) deste grupo de

34 indivíduos selecionados para análise estavam com o exame parasitológico

de fezes negativo para helmintos. Os outros indivíduos apresentaram ovos de

outros parasitos em suas fezes. Dez amostras de soros de indivíduos

moradores de área não endêmica para esquistossomose e considerados

clínica e parasitologicamente saudáveis foram usadas como controle.

Mapa 1 – Região do Município de Governador Valadares, mostrando a

localização dos distritos de Penha do Cassiano e de Chonim de Cima.

Penha do 
Cassiano

Governador
valadares

Chonim de 
Cima
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B) População de alta endemicidade – área do Caju

A área do Caju, constituída por uma população de área rural e em

condições sócio-econômicas precárias, é considerada de alta endemicidade

para esquistossomose mansoni. Vários indivíduos envolvidos no estudo original 

estavam infectados por outros parasitos intestinais, tais como Ascaris

lumbricoides, Entamoeba coli e ancilostomídeos. Desta área, foram

selecionadas amostras de soros de: (a) indivíduos de 0 a 17 anos (n= 62) que

apresentavam apenas ovos de S. mansoni no exame parasitológico; (b)

indivíduos de 0 a 17 anos (n= 11) que estavam com resultado negativo no

exame parasitológico de fezes; (c) indivíduos de 0 a 17 anos que

apresentavam apenas ovos de ancilostomídeos em suas fezes (n= 4) e (d)

indivíduos de 0 a 17 anos que estavam co-infectados com S. mansoni e

ancilostomídeos (n= 27). Quinze amostras de soros de indivíduos moradores

de área não endêmica para esquistossomose e considerados clínica e

parasitologicamente saudáveis foram usadas como controle.

4.7 - Seleção de soros de pacientes com leishmaniose cutânea e doença

de Chagas

A seleção dos pacientes com leishmaniose cutânea e a obtenção de

soros de indivíduos de área endêmica para leishmaniose foram realizadas pelo

Dr. Marcos José Marques da Universidade Federal de Alfenas. As amostras de

soro (n= 21) foram obtidas de pacientes (15 homens e 6 mulheres de idade

entre 20 a 45 anos) com leishmaniose cutânea provenientes de área endêmica. 

Esses pacientes apresentavam uma única lesão cutânea, medindo

aproximadamente 12 mm de diâmetro, com um tempo de desenvolvimento

60 dias. O diagnóstico da infecção por L. (V.) braziliensis foi confirmado através 

de exame parasitológico, pelo teste de intradermorreação de Montenegro, e

pela reação em cadeia da polimerase (PCR), usando como padrão o DNA

obtido de uma forma promastigota de Leishmania (Viannia) braziliensis

(MHOM/BR/1975/M2903), como previamente descrito (Marques et al., 2001).

Pacientes com as formas indeterminada ou cardíaca da doença de

Chagas (n= 30) foram diagnosticados laboratorialmente, por

imunofluorescência indireta, ELISA ou hemaglutinação indireta (Gomes et al.,

2005). Os soros destes pacientes foram gentilmente doados pelos nossos



46

colaboradores Dr. Manoel Otávio da Costa Rocha, da Faculdade de Medicina

da Universidade Federal de Minas Gerais/UFMG e pela Dra. Juliana de Assis

Silva Gomes Estanislau, do Laboratório de Imunologia do  CPqRR/Fiocruz.

4.8 - Procedimentos usados para a execução da técnica de ELISA

(Enzyme-linked immunosorbent assays)

A análise do perfil de isotipos de anticorpos reativos em amostras de

soros de camundongos Balb/c e soros de pacientes foi realizada através de

ELISA, de acordo com metodologia previamente descrita (Harlow & Lane,

1988). Os antígenos usados para estas análises foram: apirase de batata, SEA, 

SWAP ou preparações de formas promastigotas de L. (V.) braziliensis e

epimastigotas de T. cruzi. As diluições dos soros foram padronizadas

previamente por titulação seriada. O antígeno (5 µg/poço) foi solubilizado em

NaHCO3 0,1 M, pH 9,6, e adsorvido em placas de microtitulação (NUNC,

Maxisorp), durante 12 h à 4o C. As placas foram lavadas 3 vezes com SSTF

(solução salina tampão fosfato), pH 7,2. Após 1 h 30 min de bloqueio com

Tween-20 (Sigma) 0,5% e caseína 2,5% em SSTF, as placas foram incubadas

15 h com os soros diluídos nesta mesma solução de bloqueio. As placas foram

então lavadas 3 vezes com Tween-20 0,5% em SSTF e incubadas por 1 h e 30

min com os anticorpos secundários, ligados à peroxidase, contra cada isotipo,

diluídos em uma solução de SSTF e Tween-20 0,05%. As placas foram lavadas 

3 vezes com SSTF e Tween-20 0,5%. O isotipo de anticorpo ligado ao antígeno 

foi detectado usando OPD (o-phenylenediamine) e H2O2. A reação

colorimétrica foi lida a 492 nm usando um leitor de ELISA (Spectra Max 190,

Molecular Device, C.O). Para controle negativo, foram testados os anticorpos

secundários na ausência dos soros testados. Como branco, foram usados

poços contendo apenas o antígeno adsorvido e a reação colorimétrica. Todos

os experimentos foram realizados em duplicatas, validando aquelas leituras de

densidade óptica com uma variação não maior do que 15% entre as amostras.

Para camundongos infectados, os soros dos animais em cada estágio

agudo e os respectivos controles mantidos em paralelo, foram diluídos (1:100 a

1:2000) em solução de SSTF-Tween 20. Para a revelação foram usados

anticorpos anti-IgG total (Sigma; St. Louis, MO), anti-IgM (Sigma; St. Louis,

MO), anti-IgG1 (PharMingen; San Diego, CA) ou anti-IgG2a (PharMingen; San
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Diego, CA) de camundongos, produzidos em coelho ou cabra e conjugados à

peroxidase. Quando indicado, para análise de especificidade de resposta, a

reatividade dos soros com albumina de ovo foi também testada.

Para a análise das amostras de soros de indivíduos saudáveis ou

pacientes com leishmaniose cutânea americana, esquistossomose e doença de 

Chagas os soros foram diluídos (1:25 a 1:200) em solução de SSTF-Tween 20

e caseína 2,5%. Para a revelação foram usados anticorpos anti-IgG total, anti-

IgG1, anti-IgG4, anti-IgM, anti-IgA ou anti-IgE (Zymed) de humanos, produzidos 

em camundongo conjugados à peroxidase.

4.9 - Análises in silico

A seqüência primária da apirase de S. tuberosum e de todos os outros

organismos analisados nesta tese foram obtidos do NCBI (National Center for

Biotechnology Information), banco de dados que mantém atualizadas as

informações sobre genomas e proteínas. Para o alinhamento múltiplo e para

confecção da árvore filogenética, o programa GeneBee Service (Graphical

Phylogenetic Tree - GeneBee Service - http://www.genebee.msu.su), disponível 

‘on line’ foi aplicado. O alinhamento das seqüências primárias dos membros da

família das NTPDases, incluindo a apirase de batata, foi realizado através do

programa BLASTp, e o alinhamento dos domínios compartilhados foi feito pelo

programa “Blast 2 Sequences” (blseq), do NCBI, os quais executam

comparações entre duas seqüências, buscando regiões de identidade e

similaridade através do algoritmo de alinhamento Smith-Waterman (Smith &

Waterman, 1981).

Os epítopos para células B nas proteínas dos parasitos foram analisados 

usando AbcPRED SERVER (www.imtech.res.in/raghava/abcpred/

ABCmethod.html) que é capaz de predizer epitopos com 65,93% de fidelidade.

A predição de epitopos para células B é baseada em escore (até 1; Saha &

Raghava, 2006), e neste trabalho somente os peptídeos com escore > 0,8

foram considerados positivos. As seqüências das proteínas dos parasitos foram 

também analisadas usando um algoritmo apropriado (www.imtech.res.in/

raghava/propred/definations.html) que pode indicar peptídeos de 9

aminoácidos, iniciados com um resíduo hidrofóbico, que têm a probabilidade de 

se ligar com alta afinidade a uma ou mais (seqüências promíscuas) das 51
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diferentes moléculas HLA-DR constantes nos bancos de dados (Singh &

Raghava, 2001).

Os modelos tridimensionais da apirase de batata e da SmATPDase 2 de

S. mansoni foram feitos pelo Dr. Octávio Luiz Franco da Universidade Católica

de Brasília, que também identificou no alinhamento múltiplo das seqüências as

regiões em -hélice e estruturas -pregueadas. O melhor molde para a apirase

de batata ou para a SmATPDase 2 de S. mansoni foi determinado através do

servidor BIO-info meta server (http://bioinfo.pl/meta/). A estrutura “PDB file

1T6C”, já determinada por difração de raios-X, foi a que apresentou maior

identidade com a proteína vegetal (52%) e a do parasito (37%) na ausência de

“gaps”. A construção da estrutura tridimensional foi feita através do programa

Modeller 8.0 (Sali & Blundell,1993; Sanchez & Sali, 1997). O programa Prosa II

(Sippl, 1993) e o Swiss-PdbViewer (Guexn & Peitsch, 1997) foram usados para

selecionar os modelos que apresentavam as características mais favoráveis

para o empacotamento e exposição a solventes. O programa Procheck

(Laskowski et al., 1993) foi usado para análise adicional da qualidade

estereoquímica. Baixo escore em “prosa II” e o alto fator “procheck g” definiram

a alta qualidade do modelo.

4.10 - Análise estatística dos resultados

Para a comparação da soropositividade dos anticorpos, o menor limite

de positividade (ponto de corte) foi definido como sendo a média da densidade

ótica da amostra de soro de cada indivíduo saudável mais 2 vezes o desvio

padrão. A média do valor de densidade ótica obtida da duplicata de cada

amostra de paciente avaliado, igual ou maior que o ponto de corte foi

considerado como soropositiva.

Para o cálculo de Unidade de Elisa, o valor da média das densidades

ópticas foi dividido pela média das densidades ópticas obtidas do grupo

controle, somada a 2 vezes o desvio padrão [média da DO de cada

amostra/(XDO controle + 2 DP)]. O valor obtido se refere ao número de vezes

que a leitura de densidade óptica de cada paciente é maior do que o ponto de

corte.

As análises estatísticas foram feitas usando o teste não paramétrico e

não pareado de Mann-Whitney para dois grupos de dados e o teste Kruskal
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Wallis para grupos de dados superior a dois, com o auxílio do software

GraphPad Prism, versão 4 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA).

Valores de P < 0,05 foram considerados significativos.

4.11 - Aspectos Éticos da Pesquisa

Todas as amostras de soros usadas para a realização desta tese faziam

parte de sorotecas usadas para a realização de projetos previamente

analisados e aprovados pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Centro de

Pesquisas René Rachou, de acordo com o exigido pela resolução 196/96

(Conselho Nacional de Pesquisa para Seres Humanos). Para o uso destas

amostras, um termo adicional foi solicitado sob o protocolo CEPSH/CPqRR Nº

20/2007. Desta forma, constam nos protocolos CEPSH/CPqRR 06/2001 e

04/2005 as autorizações para a utilização das amostras de pacientes com

doença de Chagas e esquistossomose, respectivamente. Para os pacientes

com Leishmanioses, o protocolo do projeto foi aprovado pelo comitê de ética da 

Universidade Federal de Alfenas, Alfenas, MG, Brasil, sob número de processo

nº. 141/2006.
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Resultados
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5 - Resultados

5.1 - Perfil de isotipos de anticorpos reativos com a apirase de batata nas

fases aguda e crônica, pós-tratamento e re-infecção na esquistossomose

experimental.

Os níveis de anticorpos reativos com a apirase de batata foram

avaliados em amostras de soros de camundongos BALB/c infectados com 25

cercárias, usando a técnica de ELISA e a proteína vegetal como antígeno. As

amostras de soro foram obtidas nas fases aguda (8-9 semanas de infecção) e

crônica da infecção (17 semanas de infecção); Quatro (4MPT) e 11 (11MPT)

meses após o tratamento; após a re-infecção dos camundongos tratados e

após a infecção de um grupo controle (primo-infecção) que foi mantido durante

todo o tempo do experimento (Tabela 1 e Fig. 1). O grupo controle para cada

condição experimental tinha seis camundongos, que foram mantidos nas

mesmas condições dos animais em teste (n= 6). Os soros foram testados nas

diluições 1:200 a 1:2000. Os dados representativos na diluição 1:1000 do soro

são mostrados na Tabela 1 e Figura 1. 

Na fase aguda da infecção, os níveis de IgM (p < 0,001), IgG total (p <

0,001) e dos subtipos IgG1 (p < 0,001) e IgG2a (p < 0,01) dos camundongos

infectados, reativos com a apirase de batata, estavam significativamente

elevados, quando comparados àqueles encontrados em animais não infectados

(controle; Tabela 1).

Na fase crônica, com exceção de IgG2a, todos os outros anticorpos

estavam com o nível significativamente (p < 0,001) elevado quando comparado

ao controle, e mantiveram-se significativamente (p < 0,001) elevados aos 4 e

11 meses após o tratamento. Nenhuma reatividade de IgG2a contra a apirase

de batata pôde ser observada aos 4 e 11 meses após o tratamento (Tabela 1). 

Após 1 ano do tratamento, os camundongos foram re-infectados. Como

descrito na Tabela 1, os níveis de IgM (p < 0,01), IgG total (p < 0,01), IgG1 (p <

0,05) e IgG2a (p < 0,01) mostraram-se significativamente elevados quando

comparados aos níveis encontrados no grupo de camundongos não infectados

e tratados, o grupo controle para este experimento. 

Um grupo de camundongos que foi mantido durante todo o tempo do

experimento, sem qualquer intervenção, foi também infectado paralelamente
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(primo-infecção). Este grupo mostrou níveis significativamente elevados de IgM

(p < 0,01), IgG total (p < 0,01), IgG1 (p < 0,05) e IgG2a (p < 0,01).

Tabela 1. Níveis de anticorpos reativos com a apirase de batata durante a

progressão da esquistossomose experimental.

IgM (D.O.) IgGt (D.O.) IgG1 (D.O.) IgG2a (D.O.)

Fase aguda Controle 0,230 0,057 0,005 0,003 0,041 0,009 0,027 0,009

Infectado 0,573 0,038*** 0,049 0,015*** 0,307 0,058*** 0,078 0,036**

Fase crônica Controle 0,107 0,025 0,037 0,008 0,020 0,010 0,022 0,006

Infectado 0,256 0,054*** 0,105 0,030*** 0,227 0,072*** 0,029 0,012

4MPT Controle 0,129 0,030 0,130 0,035 0,044 0,022 0,053 0,021

Infectado 0,263 0,033*** 0,231 0,040*** 0,204 0,106*** 0,050 0,018

11MPT Controle 0,126 0,037 0,064 0,034 0,025 0,010 0,059 0,037

Infectado 0,234 0,041*** 0,197 0,059*** 0,097 0,034*** 0,050 0,026

Re-infecção Controle 0,134 0,040 0,034 0,016 0,034 0,011 0,034 0,007

Infectado 0,328 0,130** 0,098 0,030** 0,169 0,124* 0,064 0,021**

Primo-infecção Controle 0,134 0,040 0,034 0,016 0,034 0,011 0,034 0,007

Infectado 0,359 0,090** 0,123 0,047** 0,082 0,043* 0,058 0,011**

Nível de significância quando comparado ao controle: ***p < 0,001; **p < 0,01;

p < 0,05
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Como a quantificação de anticorpos reativos com a apirase de batata foi

realizada em meses distintos, os resultados foram normalizados em Unidade

de Elisa (U.E.), dividindo o valor da média de cada soro teste pelo valor da

média do respectivo controle somado a dois desvios padrão. Os dados

representativos na diluição 1:1000 dos soros, em cada etapa do experimento,

estão mostrados na Figura 1. 

Como observado, os níveis de IgM mantiveram-se elevados e similares

nas fases aguda e crônica, e só mostraram redução significativa (p < 0,001) 11

meses após o tratamento, quando comparado a fase crônica (Fig. 1A). Na re-

infecção dos camundongos tratados, o nível de IgM elevou-se novamente,

similar ao encontrado na fase aguda da infecção de camundongos jovens e na

primo-infecção de camundongos da mesma idade, e que foram infectados

paralelamente (Fig. 1A).

O maior nível de IgG total foi observado na aguda da infecção,

significativamente (p < 0,01) maior quando comparado a fase crônica (Fig.

1B). Após 4 (p < 0,001) e 11 (p < 0,05) meses do tratamento, foi possível

observar redução significativa dos níveis de IgG total, quando comparados

àquele encontrado na fase crônica. No grupo de animais tratados e re-

infectados, o nível de IgG total se manteve similar ao observado após 11

meses de tratamento, sugerindo que o desafio não foi capaz de estimular

significativamente a produção de IgGt. No grupo de camundongos primo-

infectados, a produção de IgGt foi estimulada (Tabela 1), mas em nível

significativamente (P < 0,01) menor quando comparado àquele observado em

camundongos jovens na fase aguda da infecção (Fig. 1B). 

Níveis elevados e similares de IgG1 foram observados nas fases aguda

e crônica da infecção, que reduzem-se significativamente (p < 0,001) aos 4 e

11 meses (Fig, 1 C). A produção do anticorpo IgG1 aparentemente não é

estimulada pela re-infecção, por que o nível deste anticorpo detectado no

grupo de camundongos re-infectados estava similar ao encontrado 11 meses

após o tratamento. Embora tenha sido possível observar elevação significativa

(p < 0,05) do nível de IgG1 no grupo de camundongos primo-infectados

(Tabela 1), ele foi menor quando comparado ao encontrado em camundongos

jovens na fase aguda da infecção (Fig. 1C). 
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Na fase aguda, o nível de IgG2a estava significativamente maior quando

comparado ao controle (Tabela 1; P < 0,01). Por outro lado, a reatividade de

IgG2a contra a apirase de batata foi similar ao “background” (controle) durante

a fase crônica e após o tratamento (4 e 11 meses), evidenciando seu

desaparecimento após a fase aguda (Tabela 1; Fig. 1D). Quando os animais

foram desafiados (re-infecção), o nível de IgG2a mostrou-se novamente

elevado quando comparado ao controle (p < 0,01; Tabela 1) ou ao

“background” (p < 0,001) encontrado aos 11 meses pós-tratamento (Fig. 1D), e

em nível similar ao encontrado em camundongos jovens na fase aguda da

infecção. Esta elevação significativa (p < 0,01) do nível de IgG2a foi também

observada no grupo de camundongos primo-infectados, quando comparado ao

controle (Tabela 1), e similar ao observado na fase aguda de infecção de

camundongos jovens. (Fig. 1D).
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Figura 1. Reatividade dos anticorpos contra a apirase de batata em soros

de camundongos BALB/c experimentalmente infectados– Os níveis de IgM

(A), IgGt (B), e dos subtipos IgG1 (C) e IgG2a (D) reativos com a apirase de

batata são mostrados como as médias das Unidades de ELISA (U.E) e os

respectivos erros padrão. As barras correspondem aos grupos de

camundongos nas fases aguda, crônica, 4 (4MPT) e 11 meses (11MPT) após o 

tratamento, camundongos reinfectados após o tratamento e primo-infectados
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com 45 dias de infecção. A linha pontilhada indica o ponto de corte. Os níveis

de significância foram ***p < 0,001, **p < 0,01 ou *p < 0,05. 

5.2 - Propriedade imuno-estimulatória da apirase de batata 

Coelho branco (100 µg) e camundongos BALB/c (10 µg; n= 4)

receberam 3 inóculos de apirase de batata, como descrito em Material e

Métodos. Altos níveis de IgG total contra apirase de batata foram produzidos

pelo coelho (Fig. 2; título > 1:16000) e pelos camundongos (Fig. 3A; título

1:4000).

Os subtipos IgG1 e IgG2a contra apirase de batata foram então

avaliados nos soros dos camundongos previamente inoculados com a proteína

vegetal. Como observado na Figura 3, altos níveis de IgG1 (B; título > 1:6400)

e IgG2a (C; título 1:1600) foram detectados nestes soros. Estes resultados

mostraram que a apirase de batata é uma proteína imuno-estimulatória, capaz

de induzir a produção de IgG1 e IgG2a. 

5.3 - Detecção da presença de isoforma solúvel de ATP difosfohidrolase

de S. mansoni em preparação de SEA

Para identificar a presença da isoforma solúvel de ATP difosfohidrolase

na preparação de antígeno solúvel de ovo (SEA), a reatividade de anticorpos

IgG anti-apirase de batata produzidos em coelho e em camundongos BALB/c

foi avaliada pela técnica de ELISA, usando esta preparação como antígeno

(Fig. 4, A e B). Os soros policlonais destes animais foram capazes de reagir

com SEA, com título até 1:8000, enquanto a reatividade contra o antígeno

controle (ovalbumina) foi insignificante (Fig. 4, A e B). Como observado

previamente, a isoforma solúvel de ATP difosfohidrolase em SEA não é

majoritária (Faria-Pinto et al., 2004), sugerindo que os domínios compartilhados 

entre a apirase de batata e esta proteína do parasito são altamente

conservados e reativos.

O inóculo da proteína vegetal em camundongos BALB/c foi capaz de

estimular a produção de IgG1 e IgG2a anti-apirase de batata (Fig. 3, B e C) e

os soros destes animais foram usados para identificar qual o subtipo é reativo

com esta preparação (Fig. 5, A e B). Foi detectado alto nível de IgG1 reativo

com SEA (título > 6400), sugerindo fortemente que os epitopos compartilhados
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são indutores deste subtipo de anticorpo, e que esta preparação apresenta um

conteúdo significativo desta isoforma solúvel de ATP difosfohidrolase do

parasito (Fig. 5A). Interessantemente, embora os soros de camundongos

previamente inoculados com apirase de batata mostrassem um conteúdo

significativo de IgG2a anti-apirase de batata (Fig. 3C), este subtipo não foi

capaz de reconhecer em SEA a presença da isoforma solúvel desta proteína

proveniente do parasito (Fig. 5B), sugerindo que os epitopos compartilhados

possivelmente indutores de IgG2a são menos representativos. 

Figura 2. Titulação de anticorpos IgG total contra apirase de batata em

soro de coelho- Um coelho branco recebeu 3 inóculos de apirase de batata

(100 µg), como em descrito em Material e Métodos, e o soro foi titulado usando

a técnica de ELISA e a proteína vegetal como antígeno. Ovalbumina foi usada

como controle. A variação foi determinada pelo teste T, mostrando diferença

significativa (p < 0,001) até a diluição 1:16000.
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Figura 3. Titulação de anticorpos contra apirase de batata em soros de

camundongos BALB/c- Camundongos BALB/c (n= 4) receberam 3 inóculos

de apirase de batata (10 µg), como em descrito em Material e Métodos, e os

níveis de IgG total (A), IgG1 (B) e IgG2a (C) dos soros foram titulados usando a 

técnica de ELISA e a proteína vegetal como antígeno. Ovalbumina foi usada

como controle. A variação entre as medidas foi determinada pelo teste T. Os

níveis de IgG total, IgG1e IgG2a estavam significativamente maiores que o

controle até as diluições 1:16000 (p < 0,05), > 1:6400 (p < 0,001), e 1:1600 (p

< 0,001), respectivamente.
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Figura 4. Detecção de isoforma solúvel de ATP difosfohidrolase de S.

mansoni na preparação de SEA- A preparação de SEA foi usada como

antígeno em técnica de ELISA, e incubada com soro de coelho (A) e

camundongos BALB/c (B; n=4), previamente inoculados com a apirase de

batata, e a reatividade de IgG total foi revelada. A variação da significância das

leituras foi determinada pelo teste T. Os níveis de IgG total de coelho e

camundongos reativos com SEA (p < 0,01) foram significativamente maiores

que o controle até a diluição 1:16000. 
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Figura 5. Reatividade de IgG1 e IgG2a anti-apirase de batata de soros de

camundongos com o antígeno SEA- A preparação de SEA foi usada como

antígeno em técnica de ELISA, e incubada com soros de camundongos BALB/c

(B; n= 4) inoculados com a proteína vegetal. A reatividade de IgG1 (A) e IgG2a

(B) anti-apirase de batata foi revelada. A variação foi determinada pelo teste T.

O nível de anticorpos IgG1 reativos com SEA foi significativamente (p < 0,001)

maior que o controle até a diluição 1:6400. Os níveis de IgG2a mantiveram-se

sem alterações significativas. 
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5.4 - Avaliação da reatividade entre anticorpos anti-apirase de batata

produzidos em coelho e as NTPDases de mamíferos

Para verificar se os anticorpos anti-apirase de batata seriam capazes de

reconhecer as NTPDases de mamíferos, cortes de fígado de camundongos

Suíços com 8 semanas de infecção com S. mansoni, contendo granulomas em

sua fase exudativa-produtiva, foram incubados com o soro de coelho

previamente inoculado com esta proteína vegetal. A localização da enzima in

situ foi desenvolvida por imunofluorescência indireta, usando anticorpos anti-

IgG de coelho conjugados à rodamina (TRITC) e um Microscópio de Varredura

Laser Confocal. As imagens obtidas permitiram localizar a ATP difosfohidrolase 

ao redor de toda a superfície externa do miracídio (Fig. 6A). Material granular

imunoreativo foi também observado na superfície externa da casca do ovo,

região recoberta por microespinhos (Fig. 6A, seta1), sugerindo que uma

isoforma solúvel da ATP difosfohidrolase de S. mansoni é secretada do ovo.

Ao redor do tecido granulomatoso, rico em células inflamatórias tais

como macrófagos, eosinófilos, neutrófilos, linfócitos, mastócitos e fibroblastos

(Lenzi et al. 1998), nenhuma imunofluorescência foi observada (Fig. 6A, seta

2), sugerindo que não existe imunoreatividade cruzada entre os anticorpos anti-

apirase de batata e as isoformas de NTPDases já descritas nestas células. 
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Figura 6. Análise da reatividade entre anticorpos anti-apirase de batata e

as isoformas de ATP difosfohidrolases de ovo de S. mansoni ou

NTPDases de células que compõem o granuloma– Os cortes (10 m de

espessura) congelados de fígado de camundongo suíço infectado por S.

mansoni foi incubado com anticorpos anti-apirase de batata (diluição 1:250),

revelado com anticorpos secundários acoplados à rodamina (TRITC), e

analisado em microscópio de imunofluorescência confocal. Em (A), aspecto

geral de ovo de S. mansoni mostrando fluorescência homogeneamente

distribuída por toda a superfície do miracídio e imediatamente na face externa

da casca do ovo (seta 1); nenhuma reação é detectada ao redor do ovo onde

se encontram as células da reação inflamatória granulomatosa (seta 2). Em

(B), um aumento da imagem de (A). Em (C) a imagem do ovo em DIC,

mostrando a integridade das estruturas no interior e ao redor do ovo.
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5.5 - Análises in silico

As sequências de aminoácidos de 32  proteínas, membros da familia das 

ATP difosfohidrolases, foram usadas para análises in silico. Para que a análise

contemplasse uma variedade significativa de membros desta familia de

proteínas, foram escolhidas ATP disfosfohidrolases de mamíferos, helmintos,

protozoários, mosquitos e plantas, disponibilizadas no banco de dados do

GeneBank do NCBI (National Center Biotechnology Information).

A análise filogenética gerou uma árvore (Fig.7) que mostra dois grandes

ramos principais, sugerindo duas rotas evolutivas distintas. O primeiro ramo

reúne as NTPDases 1-4 e 6-8 de camundongos e as NTPDases 1-4 e 7-8 de

humanos, uma NTPDase hipotética de Plasmodium falciparum, a NTPase 1 de

Toxoplasma gondii, além da SmATPase 1, uma isoforma que foi encontrada na

membrana externa de miracídio, cercária, esquistossômulo e verme adulto de

S. mansoni.

No segundo ramo, é possível observar as apirases de batata e de outras

plantas, as NTPDases 5 e 6 de humanos, a NTPDase 1 de Trypanosoma cruzi,

e as apirases hipotéticas encontradas nos genomas de Aedes aegipty, S.

japonicum, Leishmania major, L. infantum e L. braziliensis. Neste segundo

ramo, está também a SmATPDase 2, uma isoforma solúvel secretada de

vermes adultos de S. mansoni.

As seqüências de aminoácidos destas proteínas foram então alinhadas

para a visualização das regiões com maior nível de identidade com a apirase

de batata, as quais são mostradas em colunas cinza nas Figuras 7 e 8.

As proteínas que mostraram maior homologia com a apirase de batata

foram as NDPases de Leishmania (30-33% de identidade e 45-46% de

similaridade em 401 a 408 aminoácidos analisados), seguidas da SmATPDase

2 de S. mansoni (28% identidade e 43% de similaridade em 433 aminoácidos

analisados). Menor identidade foi encontrada com a NTPDase de T. cruzi (27%

de identidade e 43% de similaridade em 430 aminoácidos).
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Figura 7. Árvore filogenética gerada da análise das sequências de

aminoácidos de membros da família das ATP difosfohidrolases- A árvore

foi construída usando o programa T-Coffee, excluindo as posições que

continham “gaps”. Os números de acesso do GeneBank para as seqüências

são: Solanum tuberosum apirase, P80595; Dolichos biflorus apirase,

AF156781; Glycine soja apirase, AAG32959; Medicago truncatula apirase,

AAO23007; Pisum sativum apirase, BAB85978; Schistosoma mansoni

SmATPDase2, DQ868522; Schistosoma japonicum NTPDase6-like protein,

AAW26231; NTPDase6-Homo sapiens, AAP92131; NTPDase5-Homo sapiens,

NP_001240; NTPDase5-Mus musculus; NP_001021385; Aedes aegipty

NDPase, EAT42846; Anopheles gambiae CD39-like protein, XP_320057;

Trypanosoma cruzi NTPDase1, AAS75599; Leishmania braziliensis NDPase,

CAM42020; Leishmania major NDPase, CAJ03227; Leishmania infantum

NDPase, CAM66723; Plasmodium falciparum NTPDase1, XP_00138471;

Schistosoma mansoni SmATPDase1, AAP94734; NTPDase1-Homo sapiens,

NP_001767; NTPDase1-Mus musculus, AAAH11278; NTPDase2-Homo

sapiens, NP_982293; NTPDase2-Mus musculus, O55026; NTPDase8-Homo

sapiens, AAR04374; NTPDase8-Mus musculus, NP_082369; NTPDase3-Homo

sapiens, NP_001239; NTPDase3-Mus musculus, NP_848791; NTPDase4-

Homo sapiens, NP_004892; NTPDase4-Mus musculus, NP_080450;

NTPDase7-Homo sapiens, NP_065087; NTPDase7-Mus musculus,

NP_444333; Toxoplasma gondii NTPase1, Q27893; NTPDase6-Mus musculus;

NP_742115.
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A maior porcentagem de identidade entre a apirase de batata e as NDPases 

de Leishmanias (50 a 82.4%) ou a SmATPDase 2 de S. mansoni (41 a 70%) foi 

encontrada nas regiões A, B, C, D, E, F e G (Tabela 2), que são mostradas em

colunas cinzas na Figura 8. As regiões A, C, D e E incluem os domínios

conservados característicos da família das ATP difosfohidrolases, a ACR1,

ACR2, ACR3 e ACR4, respectivamente (Fig. 8). Nenhuma identidade

significativa foi observada na seqüência linear de aminoácidos da região

correspondente a ACR5 (Fig. 8).

Os epitopos para células B presentes nos domínios conservadas destas

proteínas foram então analisados usando AbcPRED SERVER, e aqueles com

escore > 0,8 foram considerados positivos para ligar anticorpos (Tabela 2). Os

peptídeos nanoméricos iniciados com um resíduo hidrofóbico, que têm a

probabilidade de se ligar com alta afinidade a uma ou mais (seqüências

promíscuas) das 51 diferentes moléculas HLA-DR constantes no banco de

dados, foram também analisados por um algoritmo apropriado (PROPRED

SERVER).

Os peptídeos encontrados nas regiões A e D da NDPase da L. braziliensis,

SmATPDase 2 de S. mansoni ou NTPDase de T. cruzi mostraram alto escore

(> 0,8) para ligar anticorpos (Fig. 8 e Tabela 2). Na Região C, somente as

proteínas de L. braziliensis e T. cruzi têm peptídeos com alto escore (> 0,8)

para reatividade com anticorpos. Análise da Região E sugere que ela pode ser

um domínio contendo epitopos na NDPase de L. braziliensis ou na

SmATPDase 2 de S. mansoni (Fig. 8 e Tabela 2). Com exceção da Região E,

que inclui a ACR4, todas as outras foram preditas como promíscuas, desde

que elas têm peptídeos nonaméricos capazes de ligar 10 (20%) a 47 (92%) das 

51 diferentes (HLA)-DR moléculas e, portanto, teoricamente com uma alta

probabilidade de induzir resposta imune de células T (Fig. 8 e Tabela 2).

A região F, mas não a G, na NDPase de L. braziliensis e na NTPDase 1 de

T. cruzi tem alto escore para ligar anticorpos (> 0.8; Fig. 8 e Tabela 2). De

acordo com a predição, estas regiões F e G da SmATPDase 2 não ligam

anticorpos (Fig. 8 e Tabela 2). Para todas estas proteínas analisadas, as

Regiões F e G têm peptídeos promíscuos capazes de ligar moléculas HLA-DR

(Fig. 8 e Tabela 2). As regiões F e G não são características da família das

ATP difosfohidrolases, mas também compartilham identidade com as
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NTPDases 5 e 6 de mamíferos, e/ou com a NTPDase 1, uma proteína

associada à membrana de células de humanos (Fig.7).

Por outro lado, a Região B da NDPase de L. braziliensis (50% identidade e

57% de similaridade em 38 aminoácidos) ou da SmATPDase 2 de S. mansoni

(48% identidade e 67% de similaridade em 37 aminoácidos) mostra alta

identidade com a apirase de batata em ausência de gaps (Fig. 8). Ela tem alto

escore para ligar anticorpos (> 0.8) e vários peptídeos promíscuos capazes de

ligar as moléculas de HLA-DR (Fig. 8 e Tabela 2). Esta região B da apirase de

batata é também compartilhada com as NDPases hipotéticas de S. japonicum,

L. infantum ou L. major (Fig. 7), e com outras isoformas de apirase de plantas

encontradas no banco de dados de proteínas (dados não mostrados).

Interessantemente, ela mostra menor identidade com as NTPDases 5 e 6 (32-

40%), proteínas solúveis, ou com a NTPDase 1 (20%), uma proteína associada

à membrana, encontradas em mamíferos. Nenhuma similaridade foi

encontrada com a NTPDase 1 de T. Cruzi. Portanto, esta seqüência particular

de aminoácidos da Região B é compartilhada entre as apirases de plantas e

àquelas isoformas de Leishmania e Schistosoma.

A SmATPase 1 de S. mansoni mostrou maior homologia ( 33% de

identidade e 52% de similaridade em 505 aminoácidos analisados) com a

NTPDase 1 de humanos, e menor com a apirase de batata (25% de identidade

e 42% de similaridade em 439 aminoácidos analisados) (Figura 9). 

Maior identidade (18 a 50%) entre apirase de batata e a SmATPase 1 foi

também encontrada nas regiões A (Pot 46-64), C (Pot 120-147), D (Pot 162-

181) e E (Pot 192-212), que incluem as regiões conservadas da família das

apirases, ACR1, ACR2, ACR3 e ACR4, respectivamente, e em outras regiões

tais como B (Pot 80-106), F (Pot 236-256) e G (394-408) (Figura 9 e Tabela 3).

As regiões A, D e E, mas não a C, da SmATPDase 1 mostram alto escore

(>0,80) para ligar anticorpos (Tabela 3). As regiões A, C, D e E da SmATPDase 

1 foram preditas como promíscuas, desde que elas são capazes de ligar quase

34% (17/51), 90% (46/51), 34% (17/51) e 12% (6/51), respectivamente, das

moléculas HLA-DR do banco de dados e, portanto, com alta probabilidade de

induzir resposta imune de células T (Tabela 3). Nenhum resultado significativo

foi observado na região correspondente a ACR5 da SmATPDase 1. 
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A região B da SmATPDase1 (106-133) mostrou menor identidade (42,9%)

com a apirase de batata (79-106) quando comparada à região B da

SmATPDase 2 (55,2%). Esta região B é potencialmente ligadora de anticorpos

(>0,8) e a 45% das moléculas HLA-DR (23/51) (Tabela 3). As regiões F (34-

44%) e G (48-59%) da SmATPDase 1, que mostrou alto nível de identidade

com outras seqüências de aminoácidos analisadas, são também

potencialmente capazes de ligar anticorpos (>0,8) e altamente promíscuas,

desde que a Região F é capaz de ligar 35% (18/51), e a Região G, 100%

(51/51) das moléculas HLA-DR (Tabela 3).
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Figura 8. Alinhamento das estruturas primárias das isoformas de ATP

difosfohidrolases de batata, parasitos e mamíferos- As regiões

conservadas entre as seqüências estão marcadas por linhas pretas nas bases

das seqüências, nomeadas de A-G. Os boxes verticais correspondem às

regiões conservadas (ACRs) da família das ATP difosfohidrolases. Todos os

aminoácidos idênticos aos da apirase de batata, localizados nas outras

seqüências foram destacados em cinza. O resíduo de aminoácido hidrofóbico

inicial de cada peptídeo nonamérico capaz de se ligar ao HLA-DR de humanos,

está marcado em preto e os outros resíduos de aminoácidos componentes

destas seqüências estão em negrito. Os boxes horizontais representam as

seqüências peptídicas com maiores potenciais de ligação a anticorpos. Os

cilindros em cor cinza correspondem às regiões que tem conformação

estrutural em -hélice e as setas as regiões em folhas -pregueadas. As linhas

pretas horizontais indicam seqüências que foram omitidas no alinhamento. Os

números de acesso do GeneBank para as seqüências estão indicados na

Figura 5, acrescidas das seqüência de: L. braziliensis GDPase, CAM37219; L.

major GDPase, Q4HK3 e L. infantum GDPase, CAM66031.
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S.tuberosum apirase ( 40) -----SHESEHYAVIFDAGSTGSRVHVFRFDE----KLGLL---PIGN--------NI
L.braziliensis NDPase( 50) --------SNVYDIVIDAGSTGSRVHVFQYER---SSTGV--------------ILLR
L.major NDPase       ( 48) ------AYANVYDVVIDAGSTGSRVHVFQYER---GRTGF--------------VLLR

L.infantum NDPase    ( 48) ------AYANVYDVVIDAGSTGSRVHVFQYER---GRTGL--------------VLLR
S.mansoni SmATPDase2 (113) -GVATIKTNYVYGVVFDAGSTGSRVHIFKLIHNP--------LDPFKP-----FTLLD
S.japonicum NTPDase  (114) --SAMTTENYVYGVVFDAGSTGSRVHIFKLIYNP--------LDSSKP-----FTLLD

L.braziliensis GDPase(200) -RKACVDAVAKYSVVFDIGSTGNRVHVYKYRVNPLTQISASAPDELSK-----IDLVG

L.major GDPase       (185) -GAACAKSSVKYSVVFDIGSTGNRVHVYKYRVAPATRTAAAAGSELSD-----IDLVE

L.infantum GDPase    (185) -ACTKTKTSDKYSVVFDIGSTGNRVHVYKYRVAPATHTAAAAGSELSD-----IDLVE
T.cruzi NTPDase1     (192) -LTNCNNAMRRYSIVFDAGSTGSRVHVFRYNLTSTPHAGNFSWNGTRPsltsfLRLDD
Human NTPDase 5      ( 44) ------SASTLYGIMFDAGSTGTRIHVYTFVQKMPGQLPI---------------LEG

Human NTPDase 6      ( 90) -GTAADGHEVFYGIMFDAGSTGTRVHVFQFTR-PPRETPT---------------LTH

Human NTPDase 1      ( 45) -------ENVKYGIVLDAGSSHTSLYIYKW-PAEKENDTGVV-----H--------QV

S.tuberosum apirase ( 78) EYFMATEPGLSSYAEDPKAAANSLEPLLDGAEGVVPQELQSETPLELGATAGLRMLKG
L.braziliensis NDPase( 83) ERFKRIEPGLSSFATDQEGAKQSLAGLLRFAEKAVPRSYQRCTSVTLKATAGLRLLPE
L.major NDPase       ( 83) ERFKRAEPDLSSFATDLDGAKASLEGLLRFADTVVPQSYQKCTSVTLKATAGLRLLPE

L.infantum NDPase    ( 83) ERFKRVEPGLSSFATDPDGAKESLAGLLRFADKVVPQSYQKCTFVTLKATAGLRLLPE
S.mansoni SmATPDase2 (156) DKFHHVQPGLSSYAEKPEEAALSLTKLINIAETSLPVDVCRNTPVILRATAGLRLISA
S.japonicum NTPDase  (157) DNYHHIKPGLSSYAEKPEEAASSLTKLINIAETSLPRGVCRDTPVMLRATAGLRLISS

L.braziliensis GDPase(251) ELFELNYKALSELNNPVQDAPEALWELFAKAKNFVPAELHACTPIEFKATAGLRMLGL

L.major GDPase       (236) ELFELNHKALSELENSVQDAPEALWELFVKAKDFVPAELHACTAAEFKATAGLRMLGM

L.infantum GDPase    (236) ELFELNHKALSELDNPVQDAPEALWELFMKAKYFVPAELHACTAVEFKATAGLRMLGM
T.cruzi NTPDase1     (248) ELFVENYEPLSGLAN-PNDAVASLSPLIEAAKAYIPESLHACVPIEMKATAGLRRIGR
Human NTPDase 5      ( 81) EVFDSVKPGLSAFVDQPKQGAETVQGLLEVAKDSIPRSHWKKTPVVLKATAGLRLLPE

Human NTPDase 6      (133) ETFKALKPGLSAYADDVEKSAQGIRELLDVAKQDIPFDFWKATPLVLKATAGLRLLPG

Human NTPDase 1      ( 83) EECRVKGPGISKFVQKVNEIGIYLTDCMERAREVIPRSQHQETPVYLGATAGMRLLRM

S.tuberosum apirase (136) DAAEKILQAVRNLVKNQSTFHSKDQW--VTILDGTQEGSYMWAAINYLLGNL--G---
L.braziliensis NDPase(140) ADQQVLLDAAQQTLK-AFPFQSRGAS----IVSGAQEGVYGWLTVNYLLNRL------
L.major NDPase (140) SAQQALLDVAQHTLN-ASPFQSRGAS----IISGAQEGVYGWLTVNYLLDRL------

L.infantum NDPase (140) SVQQVLLDAAQHTLN-ASPFQSRGAS----IISGAQEGVYGWLTVNYLLNRL------
S.mansoni SmATPDase2 (213) HKAENMLKAVRHRLS-QTCFKQLPNA--VTIMDGFYEGLYLWFTLNFLNNRLSYGKAR
S.japonicum NTPDase (214) HKAENILKAVRHRLS-QTCFKQLPNT--VTIMDGFYEGLYLWITLNFLNDRLSHR-KV

L.braziliensis GDPase(308) EKATEILAEIRARYR-KETFWLRGSA-PVRILDSHEEGLMAWLTVNFLLGTFARN--T

L.major GDPase (293) EKANEILAGIRARYR-NETFWLRGNA-SVRILDACEEGPMAWLTVNYLLGAFSRG-AT

L.infantum GDPase (293) EKATEILDGIRARYR-NETFWLRGNA-PVRILDACEEGPMAWLTVNYLLGVFSRG--T
T.cruzi NTPDase1 (304) EHAEAVLDVVRRLFA-RGPFWMQSELdSVRILEGWEEGPLAWLTVNYLLGAL----NG
Human NTPDase 5 (138) HKAKALLFEVKEIFR-KSPFLVPKGS--VSIMDGSDEGILAWVTVNFLTGQL-HG---

Human NTPDase 6 (190) EKAQKLLQKVKEVFK-ASPFLVGDDC--VSIMNGTDEGVSAWITINFLTGSL----KT

Human NTPDase 1      (140) ESEELADRVLDVVERSLSNYPFDFQG--ARIITGQEEGAYGWITINYLLGKFSQKTRW

S.tuberosum apirase (194) ATIDLGGGSVQMAYAISNEQFAKAPQNEDGEPYVQQKHLMSKDY---NLYVHSYLNYG
L.braziliensis NDPase(195) ATIDMGGASTQVVFETKFTSGEWLPFN-----YAHQLRTPKRTI---AMYQHSYLGLG
L.major NDPase       (195) ATIDMGGASTQVVFETTPTSGEWLPFN-----YAYQLRTPKRTI---AMYQHSYLGLG

L.infantum NDPase    (195) ATIDMGGASTQVVFETTPTSGEWLPFN-----YAHQLRTPKRTI---TMYQHSYLGLG
S.mansoni SmATPDase2 (283) GTLDLGGGSTQITFIPTELNTFNNAPNGFITYFDVQNSNDKPKQ---KIYSRSYLGLG
S.japonicum NTPDase  (282) GTLDLGGGSTQITFIPTELDTFNNAPSGFITYFDGQKHNIKDNLskqKIYSHSYLGLG

L.braziliensis GDPase(370) AIIDIGGGSTQIVFEPGEDTFYKMRAD-----VRGSATLGGRSV---KVYQHSYEGYG

L.major GDPase       (355) AVIDLGGGSTQIVFEPGESTFHGMRTD-----FRYAATLGSRSV---RAYQHSYEGYG

L.infantum GDPase    (355) AVIDLGGGSTQIVFEPGESAFHGMRTD-----LRYSATLGSRSV---SAYQHSYEGYG
T.cruzi NTPDase1     (363) TILDLGGGSTQIVMHPSDPKAIEAYAE-----FSYALKVNGRSF---VVYQHSYEGNG
Human NTPDase 5      (196) GTLDLGGASTQITFLPQFEKTLEQTPRG----YLTSFEMFNSTY---KLYTHSYLGFG

Human NTPDase 6      (248) GMLDLGGGSTQIAFLPRVEGTLQASPPG----YLTALRMFNRTY---KLYSYSYLGLG

Human NTPDase 1      (210) GALDLGGASTQVTFVPQNQTIESPDNALQ   F----RLYGKDY---NVYTHSFLCYG

S.tuberosum apirase (391) PYLCMDLIYEYTLLVDGFGLNPHKEITVIHDVqyKNYLVgaAWPLGCAIDLVSSTTN-
L.braziliensis NDPase(374) ETTCMELAYLYSFLTHGLGLSDDRTLEVPNRI--EGIAV--SWSLGCSL---SFVLK-
L.major NDPase       (374) ETACMELAYMYSFLTYGLGLSDATVLTVPNRI--EGMAV--SWSLGSSL---SFLLK-

L.infantum NDPase    (374) ETACMELAYMYSFLTYGLGLSDATALTVPNRI--EGMAV--SWSLGSSL---SFLLK-
S.mansoni SmATPDase2 (514) PFDCMDLSFITALLHSGYGFPADKKIGFFRKV--NSFEI--NWSLGALF---SEMYH-
S.japonicum NTPDase  (518) PFDCMDLSFITALLHNGYGFPLDKKIGFFKKV--KSFEI--NWSLGALF---SEMFH-

L.braziliensis GDPase(643) EYECMYYSYTYALLRYGYEVPEGRVLHVAKKI--SGYET--AWPLGASL---ISVT--

L.major GDPase       (626) EYECMYYSYVYALLRYGYEVPEDRVLHVAKKI--RGYET--AWSLGASL---LSLT--

L.infantum GDPase    (629) EYECMYYSYVYALLRYGYEVPEDRVLHVVKKI--RGYET--AWSLGASL---LSLT--
T.cruzi NTPDase1     (584) EMECFELSYLFTLLRYGFGFPPEQKLHIAKKI--NGFET--AWALGASL---VSLEG-
Human NTPDase 5      (374) PFLCMDLSYITALLKDGFGFADSTVLQLTKKV--NNIET--GWALGATFHLLQSLGI-

Human NTPDase 6 (427) PFSCMDLTYV-SLLLQEFGFPRSKVLKLTRKI--DNVET--SWALGAIFHYIDSLNR-

Human NTPDase 1      (411) EY-CFSGTYILSLLLQGYHFTADSWEHIHFIGKIQGSDA--GWTLGYMLNL-TNMIP-

Region-A

Region-D

Region-G ACR5

Region-B Region-C

Region-E Region-F



71

Tabela 2. Análise teórica do potencial de ligação dos domínios

compartilhados entre apirase de batata e as ATP difosfohidrolases de

parasitos com anticorpos e moléculas HLA-DR de humanos.

Região da 

apirase de 

batata

L. braziliensis NDPase
S. mansoni

SmATPDase2
T. cruzi NTPDase 1

Anticorpos

(escore)

Moléculas

HLA-DR

Anticorpos

(escore)

Moléculas

HLA-DR

Anticorpo

s

(escore)

Moléculas

HLA-DR

A (46-64) > 0.8 12/51 (24) > 0.8 25/51 (50) > 0.8 10/51 (20)

B (78-117) > 0.8 42/51 (83) > 0.8 22/51 (43) NS NS

C (120-133) > 0.8 33/51 (65) < 0.8 47/51 (92) > 0.8 10/51 (20)

D (164-185) > 0.8 19/51 (37) > 0.8 39/51 (76) > 0.8 32/51 (63)

E (194-204) > 0.8 02/51 (04) > 0.8 01/51 (02) < 0.8 01/51 (02)

F (240-252) > 0.8 15/51 (29) < 0.8 40/51 (78) > 0.8 27/51 (53)

G (392-410) < 0.8 27/51 (53) < 0.8 12/51 (24) < 0.8 27/51 (53)

NS: Não significativo.

Os domínios que apresentaram escore > 0,8 foram considerados como

potencialmente ligadores de anticorpos. A porcentagem foi calculada a partir da 

análise de 51 moléculas de HLA-DR de humanos disponíveis no banco de

dados. O valor da porcentagem está mostrado entre parênteses.
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Figura 9. Alinhamento das estruturas primárias da apirase de batata,

SmATPDase 1 de S. mansoni, SmATPDase 2 e NTPDase 1 de humano- Os

boxes verticais correspondem às regiões conservadas (ACRs) da família de

ATP difosfohidrolases. Todos os aminoácidos idênticos aos da apirase de

batata, localizados nas outras seqüências foram destacados em cinza. O

resíduo de aminoácido hidrofóbico inicial de cada peptídeo nanomérico capaz

de se ligar ao HLA-DR de humanos, está marcado de preto e os outros

resíduos de aminoácidos componentes destas seqüências estão em negrito.

Os boxes horizontais representam as seqüências peptídicas com maiores

potenciais de ligação a anticorpos. Os cilindros em cor cinza correspondem às

regiões que tem conformação estrutural em -hélice e as setas as regiões em

folhas -pregueadas. As linhas pretas horizontais indicam seqüências que

foram omitidas no alinhamento. Os números de acesso ao GeneBank estão

indicados na Figura 7.
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_______________________________________________________________________________________

Potato apyrase(45) HYAVIFDAGSTGSRVHVFRFDEKLGLLPIG---NNIEYFMATEPGLSSYAEDPKAAANSL

SmATPase2(121) VYGVVFDAGSTGSRVHIFKLIHNP-LDPFKPFTLLDDKFHHVQPGLSSYAEKPEEAALSL

SmATPase1(72) VYSVVIDAGSTSSKLHLYKWIDEP-FRSNG--KVDEVTNEKLSPGISDYINDTIKAYDTL

NTPDase1 human(48) KYGIVLDAGSSHTSLYIYKWPAEK-ENDTG-VVHQVEECRVKGPGISKFVQKVNEIGIYL
_______Region-A______ ______Region-B________

Potato apyrase(102) EPLLDGAEGVVPQELQSETPLELGATAGLRMLKGDA---AEKILQAVRNLVKNQSTFHSK

SmATPase2(180) TKLINIAETSLPVDVCRNTPVILRATAGLRLISAHK---AENMLKAVRHRLSQTCFKQLP

SmATPase1(129) KPKLLKLTNSLTFEQKQHTPIYLAATAGMRLKLIEDPLGSLDLFSVIRQYLKQSGFQIET

NTPDase1 human(106) TDCMERAREVIPRSQHQETPVYLGATAGMRLLRMESEELADRVLDVVERSLSNYPFDFQG
_____ ____________Region-C____________

Potato apyrase(159) DQ-WVTILDGTQEGSYMWAAINYLLGNLGKDYK------------STTATIDLGGGSVQM

SmATPase2(237) NA--VTIMDGFYEGLYLWFTLNFLNNRLSYGKARKNNAMAENSLAQTIGTLDLGGGSTQI

SmATPase1(189) PNERIRLLYGSEEGLYGWVSVNYILGIIKEGKQ--------TNPSDTVGSLDLGGASTQI

NTPDase1 human(166) ----ARIITGQEEGAYGWITINYLLGKFSQKTRWFSIVPYETNNQETFGALDLGGASTQV
_______Region-D______ ____Region-E____

Potato apyrase(206) AYAISNEQFAKAPQNEDGEPYVQQKHLMSKDYNLYVHSYLNYGQ-LAGRAEIFKASRNES

SmATPase2(295) TFIPTELNTFNNAPNGFITYFDVQNSNDKPKQKIYSRSYLGLGL-MSARYSMLHNATEHF

SmATPase1(241) AFIPKVYSNIPKEKLDFYP-LRLYGN----DFSVYSHSFLCYGKSEFERRVITSIAAASL

NTPDase1 human(222) TFVPQNQ---TIESPDNALQFRLYGK----DYNVYTHSFLCYGK-DQALWQKLAKDIQVA
_______ ________Region-F________

____________________________________________________________________________________________

Potato apyrase(392) YLCMDLIYEYTLLVDGFGLNPHKEITVIHDVQYKNYLVGAAWPLGCAIDLVSSTTNKIRVASS--

SmATPase2(515) FDCMDLSFITALLHSGYGFPAD--KKIGFFRKVNS--FEINWSLGALFSEMYHK-----------

SmATPase1(444) KYCFDGLYIITLLKMYGFTTDESWKTITFDSKVNG— KSVSWALGYMLDQSGHLPSESPKVSVS--

NTPDase1 human(411) EYCFSGTYILSLLLQGYHFTADSWEHIHFIGKIQG— SDAGWTLGYMLNLTNMIPAEQPLSTPLS-
____Region-G____ ACR5

_____________________________________________________________________________________________________________

ACR1

ACR2

ACR3 ACR4
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Tabela 3. Análise teórica do potencial de ligação dos domínios

compartilhados entre apirase de batata e a SmATPDase 1 de S. mansoni

com anticorpos e moléculas HLA-DR de humanos.

Região da

apirase de 

batata

S. mansoni SmATPDase1

Anticorpos

(escore)

Moléculas

HLA-DR

A (46-64) > 0.8 17/51 (34)

B (78-117) > 0.8 23/51 (45)

C (120-133) < 0.8 46/51 (90)

D (164-185) > 0.8 17/51 (34)

E (194-204) > 0.8 6/51 (12)

F (240-252) > 0.8 18/51 (35)

G (392-410) > 0.8 51/51 (100)

Os domínios que apresentaram escore > 0,8 foram considerados como

potencialmente ligadores de anticorpos. A porcentagem foi calculada a partir da 

análise de 51 moléculas de HLA-DR de humanos disponíveis no banco de

dados. O valor da porcentagem está mostrado entre parênteses. 
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5.6 - Predição das estruturas tridimensionais da apirase de batata e da

SmATPDase 2 de S. mansoni e análise da correlação entre elas

Os modelos tridimensionais hipotéticos das estruturas da apirase de

batata e da SmATPDase 2 de S. mansoni foram construídos e estão mostrados 

na Figura 10. Estas estruturas são globulares, onde se observam fitas em

folhas paralelas e antiparalelas e estruturas helicoidais. As conexões entre os

filamentos 1 e 4, e entre os filamentos 4 e 5, contêm segmentos em hélice,

todos do mesmo lado das pregas. As conexões são significativamente maiores

no domínio C-terminal do que no domínio N-terminal. Cinco hélices estão

presentes no domínio C terminal e somente duas no domínio N-terminal (Fig.

10).

É interessante observar os altos níveis de homologia que existem entre a

estrutura tridimensional da SmATPDase 2 (Fig. 10B) de S. mansoni e da

apirase de batata (Fig. 10A), e a coincidente localização das regiões mostradas 

nos alinhamentos de suas seqüências de aminoácidos (Figs. 8 e 9). Como

visualizado no modelo, essas regiões são expostas e capazes de ligar

anticorpos. Para melhor entendimento da relação estrutural entre estas

proteínas, as regiões ACRs da apirase de batata (Fig. 10A) estão marcadas em 

branco e da SmATPDase 2 de S. mansoni (Fig. 10B) em vermelho, e setas

brancas foram adicionadas para indicar os locais antigênicos. As três outras

regiões indicadas nesta tese - B, F e G – foram destacadas por outras

tonalidades de azul na apirase de batata (A) e verde na SmATPDase 2 de S.

mansoni (Fig. 10A e 10B).

A Figura 10C mostra a superposição dos modelos tridimensionais o que

gera uma visão mais clara da semelhança estrutural entre elas.
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Figura 10. Estrutura tridimensional predita da apirase de batata e da

SmATPDase 2 de S. mansoni– As estruturas tridimensionais das proteínas da

batata (A) e da isoforma solúvel de S. mansoni – SmATPDase 2 (B) são

mostradas. Em (C) a superposição dos modelos revela a homologia entre as

estruturas das duas proteínas. As regiões ACRs foram destacadas nos

modelos, em branco (A) e em vermelho (B), e as regiões antigênicas preditas

foram indicadas por setas brancas (A, B). As regiões que apresentaram

identidade entre as proteínas foram também destacadas por outras tonalidades

– regiões B, F e G – em azul (A) ou verde (B).
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5.7 - Avaliação dos níveis de anticorpos em soros de pacientes com

doenças infecto-parasitárias reativos com a apirase de batata

Os níveis de anticorpos IgG e IgM foram quantificados em amostras de

soros (dil. 1:200) de pacientes portadores de leishmaniose cutânea americana

(LCA), esquistossomose e doença de Chagas, usando como antígeno a

apirase de batata em técnicas de ELISA. Os valores obtidos foram expressos

em unidades de ELISA (U.E). Níveis significativos de anticorpos IgG reativos

com a apirase de batata (Fig. 11) foram detectados nos soros de pacientes

com LCA (mediana 1,485) quando comparados com os níveis encontrados em

pacientes com esquistossomose (mediana 0,879; p < 0,05) ou doença de

Chagas (mediana 0,637; p < 0.001; Fig.11).

Para efeito de comparação, preparações antigênicas destes parasitos

foram avaliadas usando os mesmos procedimentos. A Figura 12 (A e B) mostra 

as reatividades dos anticorpos IgG e IgM, expressas em U.E, dos soros dos

pacientes portadores de LCA contra os diferentes antígenos: apirase de batata

(API) e preparação de antígenos de formas promastigotas de L. (V.)

braziliensis (LB). Foi observado que a reatividade de anticorpos IgG contra a

apirase de batata (mediana= 1,485) foi significativamente (p < 0,001) superior a 

reatividade contra a preparação de antígenos de Leishmania (mediana= 0,424).

A soropositividade encontrada para os pacientes com LCA (n= 21) foi de 90%

(n= 19) para a apirase de batata e de 43% (n= 9) para o antígeno LB,

sugerindo que a reatividade à NDPase de L. braziliensis contribui com a

reatividade encontrada contra a preparação de antígenos deste parasito (LB;

Fig. 12A). A reatividade dos anticorpos IgM foi em proporções menores para

os antígenos API (mediana 0,678) e LB (mediana 0,020), apresentando uma

soropositividade de 19% (n= 4) para a proteína vegetal e de 5% (n= 1) para o

antígeno LB (Fig. 12B).

Para a avaliação dos níveis de anticorpos IgG e IgM dos pacientes

portadores de esquistossomose (n= 31), foram usados três antígenos: apirase

de batata (API), antígenos solúveis de ovos (SEA) e de vermes adultos (SWAP;

Fig. 12, C e D). Os níveis de IgG reativos contra a apirase de batata

apresentaram perfil similar para as preparações de SEA (mediana= 2,197) e

SWAP (mediana= 1,942), ambas com 100% de soropositividade, e foram

significativamente superiores à reatividade contra a apirase de batata
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(mediana= 0,879; 39% de soropositividade). A reatividade dos anticorpos IgM

para SEA (mediana= 0,979; 42% de soropositividade) e para SWAP (mediana=

1,126; 68% de soropositividade) foram similares e significativamente (p <

0,001) superiores aos valores encontrados com a proteína da batata (mediana=

0,610; 10% de soropositividade; Fig. 12D). Para as análises dos pacientes com

doença de Chagas (n= 30), foi usada uma preparação de formas epimastigotas

de T. Cruzi (EPI) e a apirase de batata, ambos para detecção dos níveis de IgG 

e IgM (Fig. 12, E e F). A soropositividade de IgG para a preparação de

epimastigostas (EPI) foi de 97% (n= 29; mediana= 3,224), e para proteína da

batata, apenas 17% (n= 5; mediana 0,637). A reatividade dos anticorpos IgM

para EPI (mediana= 0,465) e apirase de batata (mediana= 0,323) foi baixa,

ambos com 3% de soropositividade.
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Figura 11. Reatividade de anticorpos IgG total de pacientes com LCA,

esquistossomose e doença de Chagas, contra a apirase de batata- Os

níveis de IgG foram medidos pela técnica de ELISA usando a apirase de

batata como antígeno, e soros diluídos 1:200. Os níveis de anticorpos foram

apresentados em unidades de ELISA (U.E). A linha pontilhada representa a

linha de corte calculada a partir dos valores médios de densidade óptica

obtidos de indivíduos saudáveis (n= 10), somados a 2 valores de desvio

padrão. A significância dos resultados obtidos foi avaliada através do Kruskal-

Wallis e os valores de p < 0,05*; < 0,01** e < 0,001*** foram considerados

significativos.
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Figura 12. Análise comparativa da reatividade de IgG e IgM contra

diferentes antígenos- A reatividade de IgG (A, C, E) ou IgM (B, D, F) contra

apirase de batata foi avaliada em amostras de soros (dil. 1:200) de pacientes

com leishmaniose cutânea americana (A, B), esquistossomose (C, D) ou

doença de Chagas (E, F). Preparações antigênicas de formas promatigotas de

L. (V.) braziliensis (LB, A e B), antígenos solúveis de vermes adultos (SWAP, C

e D) e ovos (SEA, C e D) de S. mansoni, ou de formas epimastigotas de T.

cruzi (EPI, E e F) foram também usadas. Os níveis de anticorpos foram

apresentados em U.E (unidades de ELISA). A linha pontilhada representa a

linha de corte calculada a partir dos valores médios de densidade óptica

obtidos de indivíduos saudáveis (n= 10), somados a 2 valores de desvio

padrão. O grau de significância entre os grupos foi determinado usando os

testes Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis e os valores de p < 0,01** e < 0,001***

foram considerados significativos.
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5.8 - Análise dos perfis de IgG e IgM para os antígenos apirase, SWAP e

SEA na população do distrito de Chonim de Cima, antes e após

tratamento quimioterápico

Amostras de soros de pacientes do distrito de Chonim foram

selecionadas para avaliação dos níveis de anticorpos IgG e IgM reativos com a

apirase de batata, comparados àqueles encontrados contra os antígenos

classicamente testados em estudos imunológicos, SWAP (antígenos solúveis

de vermes adultos) e SEA (antígenos solúveis de ovos). Esta população em

estudo foi composta de 31 indivíduos que tiveram diagnóstico parasitológico

positivo para esquistossomose, sendo 10 crianças de 0-17 anos e 21 adultos,

com idade acima de 18 anos. As amostras foram analisadas antes e 180 dias

após a administração de praziquantel. A Tabela 4 mostra os dados obtidos

para estes pacientes, incluindo a carga parasitária média. O número de ovos

por grama de fezes (OPG) variou de 0 a 1296, com a maior porcentagem

(73%) de indivíduos apresentando baixa carga parasitária (até 50 OPG),

característico de uma área de baixa endemicidade.

A Figura 13 apresenta a reatividade de anticorpos IgM contra os

diferentes antígenos: apirase (A), SWAP (B) e SEA (C). Os níveis de IgM

reativos contra a apirase de batata dos pacientes antes (D.O.= 0,229 ± 0,096)

ou 180 dias após o tratamento (D.O.= 0,262 ± 0,107) foram similares entre eles 

e quando comparados aos níveis encontrados no grupo controle (Fig. 13A;

D.O.= 0,216 ± 0,058). A análise de soropositividade de IgM contra a apirase foi

de 10% (n= 3) antes do tratamento e de 32% (n= 10) após o tratamento. 

Para SWAP (Fig. 13B), os níveis de IgM antes (D.O.= 0,590 ± 0,182;

p<0,001) e após o tratamento (D.O.= 0,514 ± 0,161; p<0,01) foram similares

entre eles e significativamente maiores do que aqueles encontrados em

indivíduos do grupo controle (D.O.= 0,311 ± 0,096). A análise de

soropositividade de IgM contra SWAP foi de 68% (n= 21) antes do tratamento e 

de 48% (n= 15) após o tratamento. 
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Tabela 4. Descrição da população da área do Chonim de Cima

Pacientes Gênero Faixa Etária Nº médio de OPG

(DP)

Total (n= 31) 20 M/ 11 F 37 (9 - 80) 118 (262)

Adultos (n= 21) 13 M/ 8 F 48 (9 -16) 137 (311)

Crianças (n= 10) 7 M/ 3 F 13 (21 - 80) 56 (90,5)

Masculino, M; feminino, F. DP – desvio padrão

A tabela descreve aspectos etários, de gênero e carga parasitária da

população usada como amostra. Os valores representam a média de cada

grupo.

Os níveis de IgM contra SEA mostraram valores similares entre eles e

significativamente maiores nos pacientes antes (D.O.= 0,730 ± 0,320; p <

0,001) e após o tratamento (D.O.= 0,619 ± 0,260; p < 0,05) quando

comparados àqueles encontrados no grupo controle (Fig. 13C; D.O.= 0,372 ±

0,155). Análise de soropositividade de IgM contra SEA foi de 58% (18/31) antes 

do tratamento, e de 42% (13/31) após o tratamento.

Portanto, os níveis de IgM contra apirase de batata, SEA ou SWAP se

mantiveram similares antes e 180 dias após o tratamento quimioterápico (Fig.

13; A, B e C).

Para a análise da reatividade de IgG total, os soros dos pacientes foram

testados contra os mesmos antígenos, antes e 180 dias após o tratamento. A

Figura 14 mostra os resultados obtidos. Em (A), os níveis de IgG antes (D.O.=

0,355 ± 0,190; p < 0,01) e 180 dias após tratamento (D.O.= 0,267 ± 0,080; p <

0,05) foram significativamente superiores quando comparados aos níveis

encontrados no grupo controle (D.O.= 0,227 ± 0,058). A soropositividade de

IgG para a apirase de batata foi de 39% (12/31) antes do tratamento, e de 10%

(3/31) após o tratamento. 

Quando SWAP (Fig. 14B) foi o antígeno usado, os níveis de IgG foram

significativamente superiores para os pacientes antes (D.O.= 0,514 ± 0,152; p <

0,001) e após o tratamento (D.O.= 0,519 ± 0,170; p < 0,001) em relação ao
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grupo controle (D.O.= 0,171 ± 0,038). A soropositividade de IgG (100%) para o

SWAP manteve-se a mesma antes e pós-tratamento.

Para SEA (Fig. 14C), os níveis de IgG total dos pacientes antes (D.O.=

0,742 ± 0,148; p < 0,001) e após o tratamento (D.O.= 0,403 ± 0,107; p < 0,001)

foram significativamente superiores ao controle (D.O.= 0,226 ± 0,051). Como

observado, há uma redução significativa (p < 0.05) dos níveis de IgG total após

o tratamento, o que pode ser também verificado pela redução da

soropositividade de 100% antes do tratamento para 68% (21/31) após o

tratamento.

Analisados em conjunto, após o tratamento não ocorreu uma redução

signficativa da reatividade de IgG contra a apirase. No entanto, quando os 12

pacientes que estavam soropositivos antes do tratamento foram analisados

isoladamente, foi possível observar que 2 das 3 crianças e 7 dos 9 adultos que

apresentavam IgG reativa com a apirase de batata, reduziram esta reatividade

para níveis abaixo do “cut off” estabelecido (DO.= 0,343). A criança e os 2

adultos que se mantiveram soropositivos após o tratamento, tiveram uma

redução drástica de seus níveis de reatividade contra a apirase de batata. 
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Figura 13. Análise da reatividade de anticorpos IgM de soros de

pacientes de Chonim de Cima contra vários antígenos– Os níveis de IgM

de soros de pacientes antes (AT) e 180 dias após o tratamento (PT) reativos

contra apirase de batata (API; A), SWAP (B) e SEA (C) foram avaliados pela

técnica de ELISA. Soros de dez indivíduos saudáveis foram utilizados como

controle. A diluição dos soros foi de 1:200 nesta análise. A linha vermelha

pontilhada corresponde ao ponto de corte, calculada para cada experimento.

***P < 0,001; **P < 0,01; *P < 0,05.
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Figura 14. Análise da reatividade de anticorpos IgG de soros de pacientes 

de Chonim de Cima contra vários antígenos– Os níveis de IgG de soros de

pacientes antes (AT) e 180 dias após o tratamento (PT) reativos contra apirase

de batata (API; A), SWAP (B) e SEA (C) foram avaliados pela técnica de

ELISA. Soros de dez indivíduos saudáveis foram utiliozados como controle. A

diluição dos soros foi de 1:200 nesta análise. A linha vermelha pontilhada

corresponde ao ponto de corte, calculada para cada experimento. ***P < 0,001;

**P < 0,01; *P < 0,05.
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Figura 15. Análise individual dos níveis de IgG reativa com a apirase de

batata em soros de crianças (A) e adultos (B) antes e pós-tratamento– Os

pacientes foram divididos em 2 grupos pela faixa etária e analisados

individualmente. Os níveis de IgG total em soros de crianças até 17 anos (Cr;

A; n=3) e em adultos maiores de 18 anos (Ad; B; n=9), reativos com a apirase

de batata, foram avaliados antes (AT) e 180 dias após o tratamento (PT). 
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5.9 - Análise dos níveis de Ig1, IgG4, IgA e IgE reativos com a apirase de

batata encontrados em soros de pacientes portadores de

esquistossomose mansoni, moradores do distrito de Penha do Cassiano.

Para a quantificação dos níveis de IgG total reativos contra a apirase de

batata, foram selecionadas 49 amostras de soros de pacientes de Penha do

Cassiano que possuiam diagnóstico clínico para esquistossomose. Todos os

pacientes possuiam apenas ovos de S. mansoni nas amostras de fezes e

nenhum outro parasito. Estes pacientes foram submetidos ao tratamento com

praziquantel nas doses de 40 mg/Kg de peso corporal. 

Como observado na Figura 16, os níveis de anticorpos IgG reativos com

a apirase de batata mostraram-se significativamente maiores nos pacientes

com esquistossomose (n = 49; D.O.= 0,246 ± 0,187; p < 0,01), quando

comparados aos níveis encontrados no grupo controle (D.O.= 0,080 ± 0,030).

Foi possível observar 61% (30/49) de soropositividade entre os pacientes com

esquistossomose.

A reatividade com a apirase de batata, comparada ao controle, manteve-

se significativa tanto no grupo de crianças (D.O.= 0,313 ± 0,2396; p < 0,05),

quanto no grupo de adultos (D.O.= 0,217 ± 0,153; p < 0,01), quando avaliados

isoladamente (Fig. 16). Foi observado 67% (10/15) de soropositividade no

grupo de crianças e 59% (20/34) no grupo de adultos (Fig. 16).
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Figura 16. Níveis de anticorpos IgG reativos com a apirase de batata em

soros de pacientes de Penha do Cassiano– Quantificação dos níveis de IgG

total em soros (diluição 1:200) de pacientes com esquistossomose, usando a

apirase de batata como antígeno em técnica de ELISA. *p < 0,05; **p < 0,01.
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Das 49 amostras iniciais, cujos níveis de IgG total reativos com apirase

de batata foram quantificados (Fig. 16), apenas 34 foram selecionados para a

avaliação dos níveis de IgG1, IgG4, IgA e IgE nas amostras de soros diluídas

1:50. Os dados destes 34 pacientes, mostrados na Tabela 5, caracterizam esta

população como de uma área de baixa endemicidade.

Tabela 5. População de estudo ds isotipos de anticorpos da Região de

Penha do Cassiano, segundo a faixa etária e a carga parasitária. 

População Nº Indivíduos Média de Idades

(faixa)

Média de Nº 

OPG

Total 34 32 (10-83) 176 ± 402,5

Crianças 8 13,5 (10-16) 89 ± 90,5

Adultos 26 37,5 (18-83) 199 ± 450

Os níveis de IgG4 encontrados em todas as amostras de soro diluídas

1:50 (n=34; D.O.= 0,323 ± 0,295) são significativamente (p < 0,001) maiores

quando comparados àqueles encontrados no grupo controle (D.O.= 0,032 ±

0,0302), o mesmo sendo observado quando o grupo de crianças (D.O.= 0,599

±0,453) e o grupo de adultos (D.O.= 0,238 ± 0,160) foram analisados

isoladamente, refletindo em uma grande soropositivdade para o antígeno

apirase de batata nesta população (Tabela 5). Os resultados foram calculados

em unidades ELISA (U.E.), como descrito em Material e Métodos, e o valor

máximo e a mediana estão mostrados na Figura 17A.

Os níveis de IgG1 encontrados quando todas as amostras (dil.1:50)

foram analisadas em conjunto (D.O.= 0,445 ± 0,520) e mostraram valores

significativamente (p < 0,01) superiores aos níveis encontrados no grupo

controle (D.O.= 0,012 ± 0,016). Foi possível observar níveis significativamente

elevados de IgG1 no grupo de crianças (D.O.= 0,940 ± 0,634; p < 0.001) e

adultos (D.O.= 0,293 ± 0,377; p < 0.05) quando comparados ao controle,

refletindo na alta soropositividade encontrada para crianças (88%) e adultos

(Tabela 6; 65%). Os resultados foram calculados em unidades ELISA (U.E.),

como descrito em Material e Métodos, e o valor máximo e a mediana estão
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mostrados na Figura 17B. Como observado, o grupo de crianças mostrou

reatividade de IgG1 significativamente (p < 0.05) superior àquela encontrada no 

grupo de adultos (Figura 17 B).

Níveis de IgA (dil. 1:25) significativamente superiores ao controle (D.O.=

0,160 ± 0,020) foram encontrados no grupo de pacientes adultos (D.O.= 0,223

± 0,056; p < 0,01), o que refletirá nos valores obtidos para a população total (n=

34; D.O.= 0,236 ± 0,103; p < 0,05). Para o grupo de crianças, os níveis de IgA

anti-apirase (D.O.= 0,279 ± 0,190) são similares ao controle. A soropositividade 

para crianças foi de 38% e para adultos foi de 65% (Tabela 6). Os resultados

foram plotados em unidades ELISA (U.E.)(Fig. 17C).
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Figura 17. Análise comparativa da reatividade dos anticorpos anti-apirase

de batata em distintas faixas etárias dos pacientes com esquistossomose

da população de Penha do Cassiano – A linha pontilhada corresponde ao

valor 1 (um), considerada a linha de base, através da qual foram geradas as

unidades de ELISA (U.E). Os grupos foram divididos por faixa etária, sendo

que o grupo de crianças é composto de indivíduos de 0-17 anos e o grupo de

adultos por indivíduos de mais de 18 anos de idade. 
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Todas as amostras de soros (dil. 1:50) de pacientes analisadas em

conjunto (n= 34; D.O.= 0,470 ± 0,177), ou de crianças (D.O.= 0,592 ± 0,293) e

adultos (D.O.= 0,433 ± 0,106) analisadas isoladamente, mostram valores

significativamente (p < 0,001) maiores de IgE quando comparados aos níveis

encontradas no grupo controle (D.O.= 0,280 ± 0,021) (Fig. 17D).

A soropostividade da população do Distrito de Penha do Cassiano para

os diferentes isotipos de anticorpos reativos contra a apirase de batata está

indicada na Tabela 6. É interessante observar que 88% (7/8) crianças foram

soropositivas para IgG1, IgG4 e IgE, enquanto apenas 38% (3/8) foram

soropositivas para IgA. Quanto aos pacientes adultos, 65 a 73% (17-19 em 26)

foram soropositivos para IgG1 e IgG4, 88% (23 em 26) para IgE e 65% (17 em

26) para IgA (Tabela 6).

Tabela 6 - Soropositividade da População de Penha do Cassiano para os

diferentes anticorpos avaliados. A soropositividade foi calculada subtraindo-

se da média da densidade óptica de cada paciente, a média da densidade

óptica das amostras de indivíduos saudáveis mais 2 vezes o desvio padrão. Os

valores iguais ou acima deste, foram considerados soropositivos.

População IgG1 IgG4 IgA IgE

Todos 71% (24/34) 77% (26/34) 59% (20/34) 88% (30/34)

Crianças 88% (7/8) 88% (7/8) 38% (3/8) 88% (7/8)

Adultos 65% (17/26) 73% (19/26) 65% (17/26) 88% (23/26)

5.10 - Análise dos níveis de anticorpos reativos com a apirase de batata

encontrados em pacientes de Penha do Cassiano 180 dias após o

tratamento quimioterápico com praziquantel

O grupo inicial de pacientes consistia de 34 indivíduos. Após 180 dias do

tratamentro com praziquantel, apenas 17 indivíduos, 5 crianças e 12 adultos,

apresentaram exame parasitológico de fezes negativo para quaisquer



95

parasitos. Destes pacientes tratados e curados, 11 eram soropositivos para

IgG1, 14 para IgG4, 8 para IgA e 15 para IgE contra a apirase de batata.

A comparação individual entre os níveis de IgG1, IgG4, IgA e IgE reativos

com a apirase de batata antes e pós-tratamento está mostrada na Figura 18.

Para IgG1 (A), 7 dos 11 pacientes soropositivos mostraram redução de

reatividade e 3 deles tornaram-se soronegativos. Para IgG4 (B), há uma

redução significativa (p < 0,001) da soropostividade após o tratamento, sendo

que 9 dos 14 pacientes tornaram-se soronegativos. Para IgA (C) 3 dos 8

pacientes tornaram-se soronegativos e 2 mostraram redução de reatividade.

Quanto a IgE (D), 3 pacientes tornaram-se soronegativos e é possível observar

uma redução discreta em 8 dos 15 pacientes após o tratamento.

Figura 18. Análise individual dos níveis de isotipos de anticorpos

reativos com a apirase de batata antes e pós tratamento na população

de Penha do Cassiano – Os gráficos mostram as reatividades em

Unidades de ELISA (U. E.) para cada anticorpo testado em dois pontos

distintos, antes (AT) e 180 dias após o tratamento (PT). O grupo de

pacientes foi composto de adultos e crianças. A linha tracejada é

considerada a linha de corte, que corresponde ao valor 1. Análise de

variância indicou p < 0,001***.
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5.11 - Análise dos níveis de anticorpos IgG1, IgG4, IgA e IgE, reativos

contra apirase de batata, em amostras de soros dos pacientes da área

do Caju.

A área denominada área do Caju é uma região de alta endemicidade.

Nesta avaliação, os soros de crianças de 0 a 17 anos, que tiveram

diagnóstico parasitológico positivo apenas para S. mansoni em suas

amostras de fezes foram utilizados nos ensaios imunológicos. Outro grupo

de pacientes, no qual o exame parasitológico mostrava ausência de

qualquer parasito, foram selecionados para análise dos anticorpos reativos

com a apirase de batata (PN = parasitológico negativo). As características

de gênero, faixas etárias e o resultado do exame parasitológico foram

relatados na Tabela 7. Para análise comparativa, foram selecionados soros

de indivíduos não moradores desta área endêmica como controle dos

ensaios imunológicos.

Tabela 7. Dados da população da área do Caju selecionada para

quantificação dos níveis de anticorpos reativos contra a apirase de

batata.

População Gênero
(M/F)

Faixa das
Idades

Média
Nº OPG (DP)

Crianças PN (n= 11) 9 M/ 2 F 8,5 (5 -15) 0

Crianças (n= 62) 34 M/ 28 F 10,5 (5 – 17) 324,5 (531,74)

A tabela mostra os dados dos pacientes que foram incluídos no estudo da

população do Caju. Os dados apresentados se referem à média dos valores 

para cada variável, e entre parênteses é mostrado o desvio padrão. OPG –

Nº de ovos por grama de fezes. M= masculino e F= feminino. PN=

indivíduos com exame parasitológico negativo.

Os níveis de IgG1, IgG4, IGA e IgE reativos com a apirase de batata

foram avaliados em 62 crianças, e os valores obtidos foram relatados na

Tabela 8. Elevadas soropositividades de IgE (89%; 55/62) e IgG1 (76%; 47/62)

para esta proteína vegetal pôde ser observada (Fig. 19 B e C). Para IgG4, foi
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observada uma soropositividade de 55% (34/62), enquanto para IgA a

soropositividade foi de 32% (20/62; Fig. 19 A  e D).

As análises foram também realizadas em um grupo de crianças

moradoras desta mesma área endêmica, e com o resultado parasitológico de

fezes negativo (PN; Fig. 19). Embora com diagnóstico parasitológico negativo

para esquistossomose, este grupo de crianças mostra alta reatividade de IgE e

IgG1 contra a apirase de batata, maior do que aquela encontrado para o grupo

controle. É possível observar na Figura 19(B e C), 91 e 55% de

soropositividade para IgE e IgG1 respectivamente. A soropositividade de IgA e

IgG4 para estes indivíduos foi de 18% (Fig. 19A e D). 
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Tabela 8. Médias das densidades ópticas dos soros das crianças que

compõem a população da área do Caju.

Anticorpos Controle

(n= 15)

PN

(n= 11)

Pacientes

(n= 62)

IgG1 0,038 ± 0,027(0,091) 0,312 ± 0,432*** 0,376±0,456***

IgG4 0,024 ± 0,008(0,040) 0,0268 ± 0,015 0,066±0,076***

IgA 0,259 ± 0,088(0,434) 0,280 ± 0,160 0,413±0,260

IgE 0,044 ± 0,019(0,080) 0,207 ± 0,186*** 0,222 ± 0,202***

Na tabela estão representadas as médias das densidades ópticas ± desvio

padrão obtidas para os grupos em cada um dos isotipos de anticorpos

analisados. Entre parênteses estão os valores dos pontos de corte. Este foi

obtido a partir das medias das leituras dos controles acrescidas de dois desvios 

padrão. Os asteriscos mostram as leituras significativamente superiores aos

controles. ***p < 0,001.
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Figura 19. Análise comparativa dos níveis de isotipos de anticorpos

reativos contra a apirase de batata na populção do Caju - Os dados

mostram as médias das leituras em densidade óptica dos níveis de isotipos de

anticorpos na população de 0 a 17 anos da área do Caju. A linha vermelha

pontilhada refere-se a linha de corte, calculada pela somatória da média das

densidade ópticas do grupo controle e dois desvios padrão. As caixas acima de 

cada grupo mostra a porcentagem de soropositividade em relação ao controle.

PN = crianças com exame parasitológico negativo. **p < 0,01 e ***p < 0,001.
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5.12 - Análise dos níveis de anticorpos IgG1, IgG4, IgA e IgE, reativos

contra apirase de batata, em amostras de soros de pacientes co-

infectados com S. mansoni e ancilostomídeos

Os níveis de anticorpos IgG1, IgG4, IgA e IgE reativos com a apirase de

batata foram avaliados em soros (diluídos 1:50) de 27 crianças que estavam

co-infectadas com S. mansoni e ancilostomídeos, e comparados com aqueles

resultados obtidos de 62 crianças mono-infectadas com S. mansoni (n= 62),

todos eles moradores da área do Caju. Amostras de soros de 4 crianças

parasitadas apenas com ancilostomídeos e amostras de soros de 16 indivíduos 

saudáveis moradores de área não endêmica e não infectados com quaisquer

parasitos foram usadas como controle. 

Os resultados mostraram que pacientes com ancilostomose (D.O= 0,231

0,128; P < 0.05), esquistossomose (D.O.= 0,376 0,456; P < 0,001), ou co-

infectados com esquistossomose e ancilostomídeos (D.O.= 0,362 0,415; P <

0.001) apresentam níveis de IgG1 significativamente superiores quando

comparados aos níveis de IgG1 dos soros controle (D.O.= 0,038 0,027; Fig.

20A). Não foi possível observar nenhuma diferença significativa quando os

pacientes com esquistossomose foram comparados àqueles co-infectados com

ancilostomídeos. A soropositividade de IgG1 foi de 76% (47/62) entre as

crianças com esquistossomose, 75% (3/4) para as crianças com ancilostomose

e de ~89% (24/27) entre as crianças que apresentavam co-infecção com

ancilostomídeos (Fig. 20A).

Pacientes com esquistossomose (D.O.= 0,066 0,076; p < 0.001) ou co-

infectados com esquistossomose e ancilostomídeos (D.O.= 0,060 0,031; p <

0.001) apresentaram níveis de IgG4 significativamente maiores quando

comparados aos níveis de IgG4 dos soros controle (D.O.= 0,024 0,008; Fig.

20B). Não foi possível observar nenhuma diferença significativa quando os

pacientes com ancilostomose (D.O.= 0,120 0,140) foram comparados ao

controle de indivíduos saudáveis, ou quando pacientes com esquistossomose

foram comparados àqueles co-infectados com ancilostomídeos. A

soropositividade de IgG4 foi de 55% (34/62) entre as crianças com

esquistossomose, de 50% (2/4) para as crianças com ancilostomose e de
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66,6% (18/27) entre as crianças que apresentavam co-infecção com

ancilostomídeos (Fig. 20B).

Os níveis de IgA reativa com apirase de batata são similares entre os

grupos de pacientes com ancilostomose (D.O.= 0,400 0,206),

esquistossomose (D.O.= 0,413 0,260), e co-infectados com S. mansoni e

ancilostomídeos (D.O.= 0,363 0,185), quando comparados entre si ou com o

grupo controle (D.O.= 0,259 0,088). Apenas 20 (32%) entre os 62 pacientes

com esquistossomose mostraram soropositividade para IgA (Figura 20C). As

crianças com ancilostomose apresentaram uma soropositividade de 50% (2/4)

para IgA e as crianças co-infectadas apresentaram apenas 26% (7/27).

Os níveis de IgE reativa com apirase de batata em crianças com

esquistossomose (D.O.= 0,222 0,202; p < 0,01), ancilostomose (D.O.= 0,151

0,058, p < 0,05) e co-infectadas (D.O.= 0,100 0,062; p < 0,001) são

significativamente maiores do que aqueles encontrados no grupo Controle

(D.O.= 0,044 0,018; Fig. 20D). Curiosamente, é possível observar que

pacientes co-infectados com S. mansoni e ancilostomídeos possuem níveis de

IgE reativa com apirase de batata significativamente (p < 0,001) inferiores

àqueles encontrados em pacientes infectados apenas com S. mansoni. A

soropositividade de IgE reativa com a apirase de batata foi de 89% (55/62)

entre as 62 crianças com esquistossomose, de 100% (4/4) nas crianças com

ancilostomose e apenas de 33,5% (n= 9) das 27 crianças que se apresentavam 

co-infectadas com ancilostomídeos (Fig. 20D).
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Figura 20. Análise comparativa dos níveis de isotipos de anticorpos

reativos contra a apirase de batata em indivíduos com esquistossomose e 

co-infectados com ancilostomídeos- Os dados mostram as médias das

leituras em densidade óptica dos níveis de isotipos de anticorpos na população

de 0 a 17 anos da área do Caju e que apresentam infecção apenas por

ancilostomídeo, S.mansoni ou co-infectados por ambos parasitos. A linha

vermelha pontilhada refere-se a linha de corte, calculada pela somatória da

média das densidade ópticas do grupo controle e dois desvios padrão. Os

valores destes pontos estão mostrados nas caixas de texto sobre o grupo

controle. As caixas acima de cada grupo de pacientes mostra a porcentagem

de soropositividade em relação ao controle. *p < 0,05; **p < 0,01 e ***p < 0,001.
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Discussão
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6 - Discussão

6.1 - Resposta imune humoral aos domínios compartilhados entre a

apirase de batata e as isoformas de ATP difosfohidrolase de S. mansoni

durante a progressão da esquistossomose experimental.

Visando determinar o tipo de resposta imune humoral que é estimulada

pelos epitopos compartilhados entre a apirase de batata e as ATP

difosfohidrolases de S. mansoni, iniciamos os nossos estudos em

camundongos BALB/c experimentalmente infectados.

Altos níveis de anticorpos IgM e IgG, e dos isotipos IgG1 e IgG2a,

reativos contra a apirase de batata foram observados no estágio agudo da

infecção (8-9 semanas). O nível de IgG total reativo com a apirase de batata foi 

~3 vezes maior quando comparado ao nível de IgM, este último, um anticorpo

que tem sido encontrado competindo e bloqueando a ligação de anticorpos

efetores à superfície do parasito (Yi et al., 1986). O nível do isotipo IgG1 foi ~3

vezes maior do que o nível de IgG2a. Por outro lado, na fase crônica da

infecção experimental, enquanto o nível do isotipo IgG1 reativo com a apirase

de batata foi mantido elevado e similar ao encontrado na fase aguda, a

reatividade do isotipo IgG2a desapareceu. Uma direta correlação entre a fase

aguda da doença e a produção de IgG1 e IgG2a foi observada, enquanto

nenhuma IgG2a foi detectada nos camundongos na fase crônica da infecção.

Aparentemente, a imunoreatividade cruzada entre a apirase de batata e os

isotipos de IgG presentes nos soros de camundongos experimentalmente

infectados com S. mansoni foi capaz de diferenciar as fases aguda e crônica da

infecção, sugerindo que a apirase de batata pode ser usada como um

marcador molecular de valor preditivo para a evolução clínica da

esquistossomose. Se comprovado, este é um dado importante para avaliação

de pacientes em fase aguda, desde que a esquistossomose diagnosticada

precocemente impedirá a progressão da doença, reduzindo a morbidade

(Coelho et al., 1993; Massara et al., 2008; Enk et al., 2008).

Em experimentos clássicos de esquistossomose experimental, as fases

iniciais da doença são caracterizadas por um perfil de resposta Th1. A

exposição a novos antígenos, durante a oviposição, induz uma mudança do

perfil Th1 para uma resposta predominantemente Th2 (Cheever et al., 2002).
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Estudos mais recentes mostram que esta regulação da mudança do perfil de

resposta imune Th1/Th2 se inicia antes mesmo da oviposição, sendo

desencadeada a partir de moléculas secretadas/excretadas nas fases larvais

do S. mansoni (Stadecker et al., 2004; Jenkins et al., 2005). O isotipo IgG2a,

derivado de resposta imune celular do tipo Th1, tem sido descrito como

anticorpo funcional na resposta imune protetora contra esquistossômulos e

vermes adultos, possivelmente atuando no estímulo da fagocitose dependente

de anticorpos e em mecanismos citotóxicos em modelo murino (Mountford et

al., 1994; James et al., 1998; Carvalho-Queiroz et al., 2004). Uma vez que os

anticorpos IgG1 e IgG2a de camundongos estão associados à respostas imune

dos tipos Th2 e Th1, respectivamente (Hoffman et al., 1999), os resultados

sugeriram que durante a fase aguda da infecção, diferentes epitopos

compartilhados entre a apirase de batata e as isoformas de ATP

difosfohidrolase de S. mansoni sejam capazes de induzir os dois tipos de

resposta imune. Alguns domínios compartilhados entre a apirase de batata e as

isoformas de ATP difosfohidrolase de S. mansoni (Vasconcelos et al., 1996;

1997; De Marco et al., 2003; Faria-Pinto et al., 2004 e 2008) podem ser

indutores específicos anticorpos IgG2a na fase aguda da infecção

experimental, e podem ter relação com proteção em fases iniciais da mesma.

Esta possibilidade estimula a identificação destes epitopos particulares desta

isoforma do parasito, e o homólogo na apirase de batata, para testes como

antígenos vacinais. 

Na fase crônica, por outro lado, o desaparecimento de reatividade de

IgG2a e a manutenção da alta reatividade de IgG1, sugerem que nesta fase os

domínios compartilhados estimulam uma resposta do tipo Th2. Os antígenos

solúveis secretados de ovo de S. mansoni, mais do que os antígenos de verme

adulto, são potentes imunógenos durante a fase crônica da esquistossomose

(Kusel et al., 2007) e a ATP difosfohidrolase está sendo apresentada ao

sistema imune do hospedeiro mamífero na fase crônica por ser uma proteína

presente também nos ovos do parasito. Estes resultados justificam a

imunoreatividade cruzada observada previamente entre IgG total anti-apirase

de batata e as isoformas solúveis e de membrana de ATP difosfohidrolase de

S. mansoni (Vasconcelos et al., 1996; Faria-Pinto et al., 2004). 
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Decidimos, então, explorar o tipo de resposta imune induzida pela

proteína vegetal em camundongos de mesma linhagem usados para a infecção 

experimental com o S. mansoni. O inóculo de apirase de batata em

camundongos BALB/c saudáveis revelou que esta proteína vegetal possui

propriedades imunoestimulatórias, induzindo a produção de anticorpos IgG1 e

IgG2a. A reatividade dos anticorpos IgG1 e IgG2a anti-apirase de batata

produzidos em camundongos foi testada contra a preparação de SEA e a

isotipo IgG1, mas não IgG2a, deste soro policlonal de camundongos reagiu

com a preparação de SEA. É provável que as isoformas de ATP

difosfohidrolase que estão presentes nos ovos do parasito tenham domínios

capazes de contribuir para o aumento de IgG1 e mudança do perfil de resposta

imune para Th2. 

Os genes das duas isoformas de ATP difosfohidrolase de S. mansoni

foram recentemente descritos (De Marco et al., 2003; Levano-Garcia et al.,

2007). As proteínas recombinantes obtidas foram inoculadas em camundongos

BALB/c e os anticorpos produzidos foram quantificados. A SmATPDase 1

recombinante, isoforma ligada à membrana de vermes adultos, induziu a

elevação dos níveis de IgG2a e IgG1 contra esta proteína, com predomínio de

IgG2a. Os camundongos imunizados com a isoforma SmATPDase 2

recombinante, isoforma solúvel e que é secretada de vermes adultos, induziu a

elevação do nível de IgG1 e, em menor proporção, do nível de IgG2a (Levano-

Garcia, 2008). Portanto, estes dados corroboram com nossos resultados, e é

possível que os epitopos das isoformas de ATP difosfohidrolase, que são

compartilhados com a apirase de batata, sejam imunodominantes para estas

proteínas do parasito. A identificação destes epitopos usando como estratégia

a análise de quais deles são particularmente compartilhados com a proteína

vegetal poderá ser de fundamental auxílio, abreviando a identificação de

potenciais epitopos vacinais.

Em nossos experimentos, os camundongos BALB/c na fase crônica da

infecção foram tratados com oxaminiquina, e a produção de anticorpos contra

os domínios compartilhados foram monitorados durante um período de 11

meses. Após 11 meses de tratamento nós observamos uma redução de

aproximadamente 60% nos níveis de IgM e de IgG total, e do isotipo IgG1 na

mesma proporção. Como o tratamento quimioterápico eliminou todos os
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vermes adultos, possivelmente o decréscimo dos níveis de anticorpos foi

devido à ausência de estímulo imunológico contínuo. Não foi possível manter

em paralelo um grupo controle de camundongos infectados vivos, desde que

somente os camundongos submetidos à quimioterapia sobreviveram até o final

do experimento e, portanto, não podemos descartar que esta redução de

anticorpos pode ser independente da quimioterapia. No entanto, se esse foi o

caso, é interessante observar a longevidade do isotipo IgG1 no curso da

doença, sugerindo que os domínios compartilhados contribuem na manutenção

de uma resposta do tipo Th2, que tem sido descrita por outros autores como

associada à redução da hipersensibilidade granulomatosa aos ovos de S.

mansoni (Coelho et al., 1996; Zouain et al., 2001).

Um desafio com 100 cercárias após a quimioterapia não alterou os

níveis de anticorpos IgG1 contra os domínios compartilhados sendo que os

mesmos níveis já estavam presentes aos 11 meses de tratamento. Por outro

lado, a ausência de IgG2a, na fase crônica até 11 meses após o tratamento, foi 

substituída por uma significativa elevação deste anticorpo após a re-infecção.

Esta elevação dos níveis de IgG2a sugeriu fortemente uma nova fase aguda,

com um aumento da secreção de citocinas do tipo Th1 estimulado pelos

epitopos compartilhados entre as proteínas do vegetal e do parasito,

contribuindo, portanto, com a proteção do hospedeiro contra o S. mansoni. Foi

previamente demonstrado por exames histológicos de cortes de fígado que

camundongos albinos infectados, tratados com oxaminiquina na fase crônica, e

re-infectados após 140 dias do tratamento, são capazes de manter a

modulação da resposta inflamatória granulomatosa, assim prevenindo uma

nova fase aguda (Coelho et al., 1996), o que torna nossos dados ainda mais

interessantes. Nossos resultados sugerem, portanto, que esta permanente

imunomodulação por aproximadamente 6 meses pode ser revertida após 1 ano

de quimioterapia.

Como previamente discutido, a fase aguda de camundongos jovens

infectados com S. mansoni mostrou simultânea elevação de IgG1 e IgG2a. Na

fase aguda, ocorreu manutenção do nível elevado de IgG1 e desaparecimento

da resposta de IgG2a. Neste trabalho, nós mostramos que camundongos

BALB/c de 20 meses de idade, infectados com 100 cercárias, e que haviam

sido usados como grupo controle, paralelo ao desafio de camundongos



108

previamente tratados, montaram uma típica resposta imune humoral de fase

aguda contra os domínios compartilhados. Como observado, estes

camundongos de 20 meses, primo-infectados, mostraram soropositividade para 

os anticorpos IgM, IgG, e seus isotipos IgG1 e IgG2a, com cinética de indução

resultando em razão de ~1 para IgG total/IgM ou IgG1/IgG2a, menor portanto

que aquela encontrada na fase aguda de camundongos BALB/c infectados com 

7 semanas de idade (IgG/IgM ou IgG1/IgG2a igual a ~3). Este resultado pode

ser devido à idade destes camundongos, o que os faz menos responsivos ao

estímulo antigênico, ou à carga de cercaria recebida, que foi maior nesta etapa

do experimento. Neste último caso, nós antecipamos que a carga antigênica

recebida (infecção com maior número de cercarias), pode ser um determinante

para o tipo de resposta imune induzida por aqueles domínios compartilhados. 

Existe uma ampla expressão de ATP difosfohidrolase em todas as fases

do ciclo de vida no hospedeiro (Vasconcelos et al., 1993; 1996; 1997; De

Marco et al., 2003; Faria-Pinto et al., 2004; Levano-Garcia et al., 2007). Estes

estudos iniciais sugeriram que as isoformas de ATP difosfohidrolase de S.

mansoni são antigênicas e podem contribuir com a resposta imune contra o

parasito e/ou imunomodulação da esquistossomose. Os domínios

compartilhados podem ser particularmente úteis na avaliação de mudanças na

incidência à re-infecção no curso de operações de controle da

esquistossomose.

6.2 - Mapeamento dos domínios antigênicos compartilhados entre a

apirase de batata e as ATP difosfohidrolases de parasitos

Da infecção experimental concluímos que a imunoreatividade cruzada

entre a apirase de batata e as isoformas de ATP difosfohidrolase de S.

mansoni de fato existe. Tivemos a curiosidade, então, de avaliar se anticorpos

gerados em mamíferos contra a apirase de batata, reconheceriam as

NTPDases de tecidos de mamíferos. Nenhuma reatividade com os anticorpos

anti-apirase de batata foi observada ao redor do tecido granulomatoso (Lenzi et

al. 1998). Estes anticorpos também não reagiram com as NTPDases já

descritas em parênquima hepático e epitélio vascular. Estes resultados

sugeriram que existem epitopos antigênicos particularmente compartilhados
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entre a apirase de batata e as ATP difosfohidrolases de S. mansoni, e que tais

epitopos não seriam possíveis indutores de resposta auto-imune.

Previamente foi demonstrado que existe imunoreatividade cruzada entre

as NTPases de T. gondii e a isoforma de ATP difosfohidrolase de S. mansoni

associada à membrana, sendo reconhecidas por anticorpos policlonais anti-

NTPase 1 recombinante de T. gondii. Por outro lado, esta imunoreatividade

cruzada não existe entre a apirase de batata e a NTPase recombinante de T.

gondii (Vasconcelos et al., 1996). 

Iniciamos então análises in silico para avaliar qual era a relação

estrutural e filogenética entre as proteínas da família das ATP difosfohidrolases

cujas seqüências de aminoácidos das estruturas primárias estavam disponíveis

no banco de dados, algumas delas ainda como proteínas hipotéticas

encontradas nos genomas. A árvore filogenética gerada foi capaz de mostrar

dois ramos distintos, indicando uma divergência ancestral responsável por

caminhos evolucionários distintos entre elas, mas determinando nitidamente

uma relação estrutural entre as isoformas associadas às membranas ou entre

as solúveis. Alto grau de identidade foi observado entre as seqüências

primárias da apirase de batata, SmATPDase 2 de S. mansoni, e as proteínas

hipotéticas encontradas nos genomas de S. japonicum, L. braziliensis, L.

infantum e L. major, revelando regiões particulares de alta identidade entre

elas. Estudo preditivo das estruturas tridimensionais da apirase de batata e da

SmATPDase 2 de S. mansoni mostrou um alto grau de semelhança entre elas

na estrutura primária bem como na estrutura tridimensional. Além disso, foram

identificados os domínios compartilhados e com alto potencial para ligação de

anticorpos. Análise preditiva de peptídeos de nove aminoácidos contidos

nestes domínios compartilhados, possivelmente capazes de ligar-se a

antígenos leucocitários humanos (HLA-DR), evidenciou alta porcentagem de

promiscuidade, sugerindo que podem ser também estimuladores de células T

e, portanto, indutores de resposta imune celular na esquistossomose. 

A SmATPDase 1 de S. mansoni mostrou maior homologia com outras

proteínas de membrana. Esta proteína, portanto, tem uma proximidade muito

maior com as NTPDases de humanos. No entanto, de forma curiosa, existem

epitopos particularmente compartilhados com a apirase de batata e, portanto,



110

com alta probabilidade de serem os responsáveis pelo estímulo de produção

de IgG2a observada na fase aguda da infecção experimental.

Destes estudos concluímos que existem domínios funcionais

relacionados à resposta imune, que são altamente conservados entre as ATP

difosfohidrolases de parasitos. Este fato pode estar relacionado ao sucesso do

parasitismo através de mimetismo molecular e/ou imunomodulação da doença.

Esta hipótese ganha força à medida que se observa que os hospedeiros e os

parasitos têm co-evoluído por milhares de anos e que em mamíferos,

especialmente, o hospedeiro e o parasita coexistem por anos. Esta convivência 

está associada aos mecanismos imunomoduladores que o parasito usa para

escapar do sistema imune do hospedeiro e, ainda, ao aproveitamento de

metabólitos para a sua sobrevivência (Requena et al., 2000; Dunne & Cooke,

2005).

Em vista dos resultados obtidos da infecção experimental e desta

análise teórica efetuada, soros de pacientes com esquistossomose,

leishmaniose cutânea americana e doença de Chagas foram analisados em

técnica de ELISA, usando a apirase de batata como antígeno. Os resultados

obtidos comprovaram que esta imunoreatividade cruzada também existe em

humanos, bem como a presença de epitopos conservados e antigênicos. A

reatividade entre a apirase de batata e os anticorpos IgG presentes nos soros

dos pacientes foi maior naqueles com leishmaniose cutânea americana,

seguido de pacientes com esquistossomose e, em menor escala, com os

pacientes com Doença de Chagas. Estes resultados experimentais foram

corroborados pelas análises teóricas, que mostraram maior homologia entre a

apirase de batata e a NDPase de L. braziliensis e a SmATPDase 2 de S.

mansoni.

Desde que entre os domínios compartilhados entre a apirase de batata e 

as proteínas dos parasitos, existem aqueles que contêm regiões altamente

conservadas (ACRs) que caracterizam a família das ATP difosfohidrolases,

respostas imunes dirigidas ou induzidas por eles podem causar auto-imunidade

e/ou resposta imune regulatória de células B e/ou T. No entanto, estes

domínios não devem ser os responsáveis pela resposta imune humoral

observada, desde que os nossos estudos não revelaram reatividade entre os

anticorpos anti-apirase de batata e as NTPDases de mamíferos. Por outro lado, 
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os parasitos T. cruzi e Leishmania possuem diversos antígenos associados à

indução de resposta auto-imune (Requena et al., 2000), e os domínios

identificados pelo alinhamento podem ser alvos de estudos futuros. 

As evidências de que as isoformas de ATP difosfohidrolase de

Leishmania também tem domínios compartilhados com a apirase de batata nos

fizeram iniciar trabalhos paralelos em nosso laboratório. Através de “Westen

blots” utilizando anticorpos anti-apirase de batata, produzidos em coelhos e em

camundongos, e de ensaios de imunoprecipitação de atividades ATPásica e

ADPásica, foi possível isolar uma isoforma de ATP difosfohidrolase de 48 kDa

em preparação antigênica de formas promastigotas de L. (V.) braziliensis

(Rezende-Soares, 2007). Em outro trabalho, soros de camundongos BALB/c

infectados por amastigotas de L. (L.) amazonensis foram capazes de

reconhecer em “Western blots” uma isoforma de ATP difosfohidrolase

purificada do parasito, bem como a apirase de batata, confirmando a

antigenicidade da proteína do parasito (Coimbra et al., 2008). Usando a técnica

de ELISA e a apirase de batata como antígeno, alto nível do isotipo IgG2a

reativo com a apirase de batata foi detectado no início da infecção

experimental. Durante a progressão da doença, ao final de 90 dias, o nível de

IgG2a reduziu, com simultânea elevação do nível de IgG1, coincidente com o

estágio mais grave da doença (Coimbra et al., 2008). Estes resultados apóiam

os dados obtidos na avaliação da esquistossomose experimental, que também

mostraram reatividade entre a apirase de batata e anticorpos IgG1 e IgG2a dos

soros de camundongos BALB/c infectados, sugerindo ainda que existem

epitopos compartilhados que induzem resposta imune celular dos tipos Th1 e

Th2.

O perfil distinto de resposta imune humoral detectado pela reatividade

dos anticorpos IgG de soros de pacientes com leishmaniose cutânea

americana, esquistossomose e doença de Chagas contra a apirase de batata,

associado aos diferentes ciclos de vidas destes parasitos, sugeriram que os

domínios antigênicos compartilhados entre estas proteínas são processados e

apresentados às células efetoras do sistema imune do hospedeiro por

diferentes caminhos. Acreditando nesta hipótese, iniciamos o estudo da

resposta imune humoral humana a estes domínios compartilhados.
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6.3 - Resposta imune humoral humana aos domínios compartilhados

entre a apirase de batata e às ATP difosfohidrolases de S. mansoni em

pacientes com esquistossomose.

Amostras de soros de pacientes residentes na área de Chonim de Cima,

uma área considerada como de baixa endemicidade, foram selecionados para

avaliação dos níveis de anticorpos IgG e IgM reativos com a apirase de batata,

comparados àqueles reativos ao SEA e SWAP, antes e após 180 dias do

tratamento quimioterápico. Antes do tratamento, estes pacientes mostraram

alta soropositividade de IgG e IgM para os antígenos SEA e SWAP (IgMSEA=

58%; IgMSWAP= 68%; IgGSEA= 100%; IgGSWAP=100%) e, após o tratamento,

somente a soropositividade de IgG contra o SEA (IgGSEA= 68%) reduziu

significativamente. Comparada à reatividade de SEA e SWAP antes do

tratamento, a soropositividade de IgM (3/31; 10%) ou IgG (12/31; 39%) contra a 

apirase foi baixa na população do Chonim. No entanto, é possível supor que

esta reatividade aos epitopos compartilhados entre a apirase de batata e as

ATP difosfohidrolases de S. mansoni contribui com a reatividade dos soros

contra SEA e SWAP. Como observado na infecção experimental, foi possível

observar em pacientes com esquistossomose a redução do nível de anticorpos

IgG reativos contra a apirase de batata após o tratamento quimioterápico dos

pacientes. Dos 12 pacientes com soropositividade para IgG, 9 deles tornaram-

se soronegativos, e os outros 3 tiveram uma redução drástica de seus níveis de 

reatividade contra esta proteína. 

É interessante observar que, similar à infecção experimental dos

camundongos, a soropositividade de IgG para apirase de batata é maior do que 

aquela encontrada para IgM. Anticorpos das classes IgM e IgG são

encontrados nos estágios agudo e crônico da esquistossomose para alguns

antígenos já descritos (Evengard et al., 1995; Capron et al., 1995). Já foi

observada a maior susceptibilidade de indivíduos jovens à infecção e acredita-

se que este fato está relacionado ao nível elevado de IgM, anticorpos que não

são capazes de conferir proteção, e ainda bloqueiam a atividade fagocítica

estimulada pela IgE, IgG1 e IgG3 (Yi et al., 1986; Khalife et al., 1986; 1989;

Dunne et al., 1992; Hagan e Abath, 1992; Corrêa-Oliveira et al. 2000 a,b; Naus 

et al. 2003).
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O nível de IgG total reativa com a apirase de batata foi também avaliado

em soros de pacientes (n= 49) moradores do distrito de Penha do Cassiano,

outra região considerada de baixa endemicidade para a esquistossomose. Foi

possível observar 61% (30/49) de soropositividade para IgG entre os pacientes

com esquistossomose, sendo soropositivas 67% das crianças (10/15) e 59%

dos adultos (20/34). Nesta população a porcentagem de soropositividade foi

maior do que aquela encontrada entre os pacientes de Chonim de Cima (39%;

12/31), mas não foi possível fazer qualquer correlação com os dados de faixa

etária, sexo ou número de ovos, que justificasse esta diferença entre as duas

populações analisadas. Essa diferença pode estar relacionada ao maior

número de pacientes avaliados e/ou às condições sócio-econômica, nutricional

e genética desta população.

Em função do maior número de pacientes soropositivos para a apirase

de batata entre estes pacientes de Penha do Cassiano, optamos por avaliar

nesta população a reatividade dos isotipos IgG1 e IgG4, bem como a de IgA e

IgE, contra a apirase de batata. Nossos resultados mostraram que 88% (7/8)

crianças foram soropositivas para IgG1, IgG4 e IgE, enquanto apenas 38%

(3/8) foram soropositivas para IgA. Quanto aos pacientes adultos, 65 a 73%

(17-19/26) foram soropositivos para IgG1 e IgG4, 88% (23/26) para IgE e 65%

(16/26) para IgA. Em crianças, a reatividade do isotipo IgG1 contra a apirase de 

batata foi significativamente maior, em média 4 vezes mais, quando comparada 

àquela encontrada para IgG4, e significativamente maior quando comparada à

reatividade de IgG1 de adultos. Após 180 dias de quimioterapia, pacientes de

Penha do Cassiano que mostravam exame parasitológico de fezes negativo

para quaisquer parasitos, tiveram a soropositividade de IgG1 ou IgG4 eliminada 

ou reduzida. A reatividade de IgE, embora menor em alguns pacientes,

permaneceu positiva para a apirase de batata. 

Para comparação, amostras de soros de crianças (n= 62) moradoras do

distrito do Caju, uma área considerada como sendo de alta endemicidade para

esquistossomose, e que apresentavam somente ovos de S. mansoni no exame 

parasitológico de fezes, foram também avaliadas quanto à sua reatividade

contra a apirase de batata. Elevada soropositividade de IgE (89%), IgG1 (76%),

IgG4 (55%), e em menor escala para IgA (32%; 20/62) pôde ser observada.

Crianças moradoras desta mesma área (n= 11), mas que apresentavam exame 
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parasitológico negativo, mostraram soropositividade para IgE (91%) e IgG1

(55%), em níveis próximos àqueles obtidos para os pacientes com

esquistossomose. Por outro lado, os níveis de soropositividade para IgA e IgG4

mostraram-se menores (18%).

A alta soropositividade de IgE contra a apirase de batata em pacientes

de área de alta ou baixa endemididade, mantidos após a quimioterapia, ou

naqueles que apresentavam o exame parasitológico negativo para

esquistossomose, apontam para a existência de epitopos compartilhados entre

as proteínas do vegetal e do parasito que podem estar associados com a

resistência à reinfecção. A infecção crônica por S. mansoni é caracterizada por

uma intensa resposta imune do tipo Th2 em humanos e em modelos

experimentais. Dentre as citocinas envolvidas, a IL-4 é um dos fatores mais

importantes de estímulo para que as células B produzam grandes quantidades

de IgE (Haisch et al., 2001). A associação entre os anticorpos humanos IgE

específicos contra o parasito e a eosinofilia sérica produz um mecanismo de

citotoxidade celular mediado por anticorpos capaz de matar os

esquistossômulos de S. mansoni em ensaios in vitro. Portanto, a resposta de

anticorpos IgE está associada com a resistência à reinfecção após a

quimioterapia, e é considerada um anticorpo de proteção contra a

esquistossomose em humanos (Fitzsimmons et al., 2004, Satti et al., 2004). A

resposta de anticorpos IgE específicos é predominantemente protetora,

independente da cinética de produção dos outros anticorpos (Fitzsimmons et

al., 2004). O tegumento dos vermes adultos de S. mansoni é um local dinâmico

de interação entre o parasito e o hospedeiro que envolve sua nutrição, escape

do sistema imune e modulação da excreção, osmorregulação e recepção

sensorial, sendo uma estrutura de importância crucial para a escolha de

antígenos vacinais e alvos terapêuticos (Loukas et al., 2007; Kussel et al.,

2007). Em comparação com as reatividades para IgG e outros isotipos, existem 

poucos antígenos capazes de promover uma resposta de IgE humana em

extratos antigênicos oriundos de S. mansoni e S. japonicum, a maioria deles

localizados nas membranas celulares (Fitzsimmons et al., 2004). Sendo assim,

os resultados mostrados aqui estimulam a busca dos domínios particularmente

compartilhados entre as proteínas do vegetal e de S. mansoni, e que são

ligadores de IgE. Estes domínios poderão ser uma ferramenta para o
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diagnóstico e prognóstico da esquistossome. É interessante ressaltar que os

ensaios descritos nesta tese foram também realizados com soros de pacientes

com leishmaniose cutânea americana, nas mesmas condições experimentais e

em paralelo, e estes pacientes não mostraram reatividade de IgE com a

apirase de batata.

Níveis elevados de IgG4 reativos com a apirase de batata foram

observados nas 2 populações estudas, Chonim de Cima e Caju, indicando a

presença de epitopos compartilhados entre as proteínas do vegetal e do

parasito capazes de estimular a produção deste anticorpo. Tem sido descrito

que existe uma correlação direta entre os níveis elevados de IgG4 contra SEA

ou SWAP e a intensidade da infecção, ou seja, com o aumento do número de

ovos presente nas fezes (Abd El–Aal et al., 2005). Elevado nível de IgG4 contra 

os antígenos do SEA tem sido também relacionado com a gravidade da doença 

e o aparecimento de fibrose (Silveira et al., 2002). Em nosso trabalho, não foi

possível ainda estabelecer a relação entre a carga parasitária e/ou a gravidade

da esquistossomose e a presença de anticorpo IgG4 reativo contra os domínios

compartilhados entre as proteínas vegetal e do parasito, e estes estudos

poderão ser efetuados.

Na esquistossomose mansoni, em indivíduos jovens, nível elevado de

anticorpo IgG4 contra antígenos de S. mansoni, quando comparado ao de IgE,

indica susceptibilidade após o tratamento quimioterápico, enquanto alta razão

IgE/IgG4 está relacionada à imunidade adquirida após o tratamento (Corrêa-

Oliveira et al. 2000 a,b; Mutapi et al., 2005). Al-Sherbiny e cols. (2003)

mostraram que indivíduos jovens (entre 10 e 19 anos) não são capazes de

montar um perfil de respostas celular e humoral contra a esquistossomose, o

que confere maior susceptibilidade à reinfecção após o tratamento, enquanto

os adultos se comportam como resistentes. A aparente resistência à reinfecção

destes indivíduos mais idosos é atribuída ao efeito protetor dos anticorpos IgE

contra antígenos de vermes adultos. Este efeito protetor também é observado

em indivíduos que residem em áreas endêmicas e não apresentam a infecção

por S. mansoni (indivíduos com exame parasitológico negativo) e em pacientes

resistentes à reinfecção no pós-tratamento, ambos apresentando níveis

elevados de IgE capazes de eliminar os parasitos (Dunne et al. 1992; Hagan e

Abath, 1992; Corrêa-Oliveira et al. 2000 a,b ; Demeure et al.,  1993). 



116

É interessante observar que após o tratamento quimioterápico de

pacientes de Penha do Cassiano, o nível de IgE manteve-se elevado, sofrendo

apenas uma discreta redução, enquanto a redução do nível de IgG4 nestes

pacientes foi mais acentuada, desaparecendo a reatividade contra a apirase de

batata em alguns deles. É interessante observar também que aquelas crianças

moradoras do Caju, e que tinham o exame parasitológico de fezes negativo

para quaisquer parasitos, estavam com os níveis de IgG1 e IgE elevados,

similar aos encontrados em pacientes infectados, enquanto o nível de IgG4

estava baixo. Estes pacientes ou tiveram contato prévio com o S. mansoni,

mas não desenvolveram a doença, ou apresentavam poucos ovos não

detectados pelo exame parasitológico. Sendo os anticorpos IgE de efeito

protetor, oriundos de resposta imune do tipo Th2, e os anticorpos da classe

IgG1, oriundos de resposta protetora do tipo Th1, o balanço destas pode ter

contribuído para a resistência à infecção ou com a manutenção de uma baixa

carga parasitária. Resultados semelhantes foram encontrados por Viana (1997)

em seu trabalho de Doutorado, que verificou altos níveis de IgE e níveis baixos

de IgG4 contra antígenos de esquistossômulos em amostras de soros de

pacientes que possuiam o mesmo perfil aqui descrito, isto é, exame

parasitológico negativo para esquistossomose. Estes dados reforçam a idéia de 

que existem epitopos compartilhados entre a apirase de batata e as ATP

difosfohidrolases de S. mansoni capazes de contribuir com a resistência à

infecção. A análise de epitopos específicos, compartilhados entre as proteínas

da batata e de S. mansoni, que demonstrem a supressão da reatividade de

IgG4, com manutençao da reatividade de IgE, podem ser utilizados como

marcadores de resistência à esquistossomose em métodos imunodiagnósticos.

Esta é uma hipótese a ser testada.

Foi uma constante em nossos ensaios a presença de níveis elevados de

IgG1 e IgA, tanto em crianças e adultos de Penha do Cassiano, como nas

crianças do Caju. E após o tratamento, ocorre redução de seus níveis mas com 

manutenção de soropositividade para estes anticorpos. Existe uma dicotomia

em relação a produção de anticorpos IgA e IgG1, fazendo com que a produção

de IgA seja capaz de intervir na produção de IgG1, e vice-versa. Esta

dicotomia é provocada pela variação dos níveis de TGF- , os quais interferem

na secreção de IL-10 (Mutapi et al., 2005). A produção de níveis séricos de IgA



117

é estimulada por IL-10, e esta mesma citocina é responsável por estimular os

linfócitos B a produzirem IgG1, fazendo com que apenas um destes dois

anticorpos possa estar elevado (Mutapi et al., 2005). A IgG1, um anticorpo

relacionado ao aumento de resposta imune celular humana do tipo Th1, que é

protetora contra infecção por helmintos, junto à IgE e IgG3, estimula atividade

fagocítica (Khalife et al., 1986; 1989; Dunne et al., 1992; Hagan e Abath, 1992;

Corrêa-Oliveira et al. 2000 a,b; Naus et al. 2003). Anticorpos IgG1 e IgG3 se

ligam mais eficientemente aos receptores presentes nos monócitos,

macrófagos e células “Natural Killer”, sendo capazes de estimular a

citotoxicidade mediada por células anticorpos-dependentes contra a

penetração das cercárias (Khalife et al., 1986; 1989; Dunne et al., 1992; Hagan

e Abath, 1992; Corrêa-Oliveira et al. 2000 a,b; Naus et al. 2003). Anticorpos da

classe IgA são detectados no estágio agudo da infecção, e estão

correlacionados com a viabilidade e o número de ovos do parasito,

desencadeando resposta imune protetora, reduzindo a intensidade da infecção

(Capron et al., 1995; Evengard et al., 1995; Corrêa-Oliveira et al., 2000 a,b). Os 

níveis de IgA contra SWAP foram descritos como protetores, gerando

resistência à reinfecção, sendo observados com maior intensidade e frequência 

em indivíduos adultos (Vereecken et al., 2007). Portanto, existem epitopos

compartilhados entre as proteínas do vegetal e do parasito que podem

estimular a produção de IgG1 e IgA em adultos e em crianças. Como

demonstrado neste trabalho, a soropostividade de IgA foi maior em adultos,

enquanto a soropositividade de IgG1 foi maior em crianças, e estes resultados

podem estar relacionados à resistência destes pacientes à esquistossomose,

estimulando estudos com uma maior amostragem de pacientes, antes e pós-

tratamento.

6.4 - Análise da resposta imune humoral aos domínios conservados de

ATP difosfohidrolase em pacientes com esquistossomose mansoni co-

infectados com ancilostomídeos.

A ancilostomose é uma parasitose intestinal causada pelo Ancylostoma

duodenale ou Necator americanus ou ainda, por uma associação dos dois

helmintos, sendo o Necator americanus a espécie mais comum no Brasil (Rey,

2001). São geo-helmintos que podem viver alimentando-se de sangue por 1-5
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anos no intestino delgado e cujas fêmeas produzem 10 a 20 mil ovos por dia.

Ocorre em 20 a 25% de toda a população mundial. No Brasil a prevalência é

variável, sendo mais comum na zona rural (Rey, 2001). Como em áreas

endêmicas para S. mansoni é freqüente a alta prevalência de outros parasitos,

resultando em co-infecção, a possível ocorrência de interferência ou alterações

causadas por outras infecções parasitárias sobre a resposta imune dirigida ao

S. mansoni, ou o contrário, tem sido explorada (Corrêa-Oliveira et al., 2002;

Quinnell et al., 2004; Fleming et al., 2006). 

A imunologia da infecção por ancilostomídeos tem recebido atenção

especial e crescente devido ao seu papel imunomodulador da patologia de

outras doenças infecciosas, tal como a esquistossomose. Tem sido

demonstrado que paciente com ancilostomose apresenta anticorpos em seus

soros que têm imunoreatividade cruzada com SEA e SWAP, e as mudanças

imunológicas induzidas podem ter importantes efeitos na susceptibilidade do

indivíduo a outras infecções (Corrêa-Oliveira et al., 2002; Quinnell et al., 2004;

Fleming et al., 2006). Atividade ATP difosfohidrolásica tem sido caracterizada

por nosso grupo em espécies de ancilostomídeos. Assim, foi de interesse

verificar se a co-infecção com ancilostomídeos e S. mansoni interfere com a

resposta imune humoral contra os domínios compartilhados entre as proteínas

da batata e do S. mansoni.

Pacientes mono-infectados com ancilostomíeos, moradores da mesma

área endêmica que os pacientes com esquistossomose, mostraram

soropositividade de IgG1 ou IgG4 contra a apirase de batata, sugerindo que os

ancilostomídeos também induzem uma resposta imune contra sua isoforma de

ATP difosfohidrolase ou que foi devido a um contato prévio daqueles pacientes

com o S. mansoni, e estas hipóteses deverão ser adequadamente avaliadas. É

interessante observar que a reatividade de IgA, ou dos isotipos IgG1 ou IgG4,

contra a apirase de batata em pacientes com esquistossomose é similar àquela 

encontrada em pacientes co-infectados com as duas parasitoses. Estes

resultados sugeriram que a resposta imune nos pacientes co-infectados foi

dirigida contra os domínios compartilhados entre a apirase de batata e as

isoformas protéicas do S. mansoni, e não a uma isoforma de ATP

difosfohidrolase presente no ancilostomídeo, sugerindo que a co-infecção não

interfire na produção de IgG1 ou IgG4. 
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Por outro lado, é curioso observar que os níveis de IgE reativo contra a

apirase de batata é significativamente menor em pacientes co-infectados com

S. mansoni e ancilostomídeos, quando comparados àqueles encontrados em

pacientes infectados apenas com S. mansoni. Portanto, é possível que a

produção de IgE contra os epitopos compartilhados entre a apirase de batata e

as isoformas de ATP difosfohidrolase de S. mansoni seja de fato relacionada a

resistência à esquistossomose, e que a co-infecção com ancilostomídeos reduz 

a resposta imune protetora desencadeada via produção deste anticorpo,

tornando os pacientes mais susceptíveis à re-infecção. Estes dados são

preliminares e deverão ser explorados, relacionando dados clínicos e

laboratoriais, antes e pós-tratamento, e a ativação diferencial de células Th em

pacientes mono- ou co-infectados com estes parasitosos.

6.5 - Peptídeos sintéticos: perspectivas futuras.

Dos estudos de reatividade cruzada entre a apirase de batata e os

soros de camundongos infectados experimentalmente ou soros de pacientes

com esquistossomose ficou claro a existência de epitopos importantes nas ATP 

difosfohidrolases de parasitos que podem estar envolvidos na resistência e/ou

susceptibilidade para esquistossomose. O mapeamento das seqüências

primárias da apirase de batata e das isoformas de ATP difosfohidrolase de S.

mansoni permitiu definir os domínios conservados e com alta probabilidade de

ligar anticorpos nestas proteínas e/ou a moléculas HLA-DR.

Para determinar os epitopos antigênicos, dois peptídeos de 22

aminoácidos, equivalentes ao domínio B da apirase de batata, e os 2 peptídeos 

da isoforma solúvel de ATP difosfohidrolase de S. mansoni (SmATPDase 2)

homólogos àqueles da proteína vegetal, foram sintetizados e testados na

técnica de ELISA. Foi possível, já nos primeiros ensaios, identificar um

peptídeo que tem alta reatividade com IgG4, e um outro cuja predominante

reatividade foi com o isotipo IgG1 presente em soros de pacientes com

esquistossomose.

Com base na intensidade da resposta imune a estes peptídeos, nós

decidimos sintetizar 2 outros peptídeos menores da proteína do S. mansoni,

visando rastrear o verdadeiro epitopo para os respectivos isotipos. No entanto,

aqueles peptídeos maiores foram identificados como a seqüência peptídica
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mínima requerida para se obter o reconhecimento pelos soros, desde que para

estes últimos encontramos uma reatividade significativamente menor. 

Estas seqüências não são ainda as seqüências particularmente

conservadas que observamos entre a apirase de batata e as proteínas de S.

mansoni, sendo também homólogos a domínios da NDPase de L. braziliensis,

desde que a prioridade nesses ensaios iniciais era identificar epitopos

antigênicos que comprovassem aquela imunoreatividade cruzada entre as

proteínas do vegetal e a dos parasitos. Interessantemente, a intensidade de

reatividade a estes peptídeos por soros de pacientes com leishmaniose é

diferente daquela observada para pacientes com esquistossomose, fazendo

crer que esses domínios são diferentemente apresentados ao sistema imune

do hospedeiro nas diferentes parasitoses e que a resposta imune a eles poderá 

ser específica. 

Estes resultados são preliminares e estamos agora otimizando nossos

métodos de análise dos peptídeos sintéticos. Expandiremos nossas análises

para ensaios de proliferação celular e estímulo de produção de citocinas. Além

disso, os outros peptídeos, particulares entre cada uma das ATP

difosfohidrolases de parasitos, serão também sintetizados. A definição dos

epitopos de células B e T nas ATP difosfohidrolases de S. mansoni e de outros

parasitos será importante para selecionar aqueles que serão testados em

testes específicos e sensíveis de imunodiagnóstico, ou para estudos de

proteção contra a esquistossomose.

Os mecanismos que tornam os humanos resistentes à infecção pelo S.

mansoni não estão ainda completamente esclarecidos. Os estudos que avaliam 

os perfis da resposta imune na esquistossomose mansoni humana mostram

que uma resposta imune simples, que tendencie exclusivamente para um perfil

Th1 ou Th2 pode não ser capaz de promover o efeito protetor ou

imunomodulador adequado (Mutapi et al., 2005; Vereecken et al., 2007). A

resposta imune à infecção deve contemplar fatores celulares e humorais,

promovendo um balanço capaz de gerar resistência (Mutapi et al., 2005). A

identificação da qualidade e da quantidade de isotipos de anticorpos

produzidos pela esquistossomose em pacientes moradores de áreas

endêmicas é muito importante para compreensão da relação parasito-
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hospedeiro e avaliação de protocolos adequados para o controle e combate a

infecção (Abd El-Aal et al., 2005).

As preparações antigênicas comumente aplicadas em estudos

epidemiológicos são compostas por uma diversidade de moléculas antigênicas.

Em especial, SEA e SWAP de S. mansoni, homogeneizados de promastigotas

de L. (V.) braziliensis ou de epimastigotas de T. cruzi, são amplamente

aplicados em estudos imunológicos populacionais. A avaliação da resposta

imune de populações de áreas endêmicas a estes antígenos complexos é

muito importante na detecção do perfil imunológico geral destas populações.

No entanto, em estudos comparativos, o uso de um único antígeno permite

definir não só o perfil da resposta imune humoral, mas também do papel deste

antígeno na modulação da resposta imune celular (Mutapi, 2001; Kedzierski et

al., 2006). Todas estas preparações citadas contêm isoformas de ATP

difosfohidrolases (Fietto et al., 2004; Faria-Pinto et al., 2004; Levano-Garcia et

al., 2007; Rezende-Soares, 2007) e, portanto, o estudo destes antígenos

poderá ser de relevância.

Nossos resultados sugeriram fortemente que os epitopos compartilhados 

entre a apirase de batata e a isoforma solúvel da ATP difosfohidrolase do

parasito, secretada ativamente de ovos (Faria-Pinto et al., 2004) e de vermes

adultos (Levano-Garcia et al., 2007), são predominantemente indutores de

resposta imune do tipo Th2. Por outro lado, os epitopos compartilhados entre a

apirase de batata e a isoforma de ATP difosfohidrolase associada à membrana, 

presente em vermes adultos e esquistossômulos (Vasconcelos et al., 1996; De

Marco et al., 2003), são predominantemente indutores de resposta imune do

tipo Th1. Nossos estudos permitiram indicar ainda quais são estes possíveis

epitopos compartilhados entre as proteínas do vegetal e de parasitos. O estudo 

das ATP difosfohidrolases de parasitos em diferentes doenças parasitárias será 

de interesse para a determinação se estes epitopos compartilhados com a

proteína vegetal são imunodominantes. Os domínios conservados poderão ser

testados ainda em ensaios de proliferação de células e em ensaios in vitro de

ligação aos antígenos leucocitários humanos (HLA)-DR em populações com

alta variabilidade genética, determinando assim a habilidade daqueles epitopos

estimularem respostas imunes e serem apresentados por uma grande

variedade de moléculas HLA. 
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A apirase de batata tem propriedades estimulatórias induzindo a formação de

anticorpos, como mostrados neste trabalho, e de citocinas de perfil Th1 e Th2 (dados

não publicados). A formação do granuloma é mediada por imunidade celular capaz de

direcionar o sistema imune para um papel protetor na infecção por S. mansoni (Lenzi

et al., 1998). Tem sido descrito que ambas as respostas Th1 e Th2 estão envolvidas

na redução da fibrose hepática na esquistossomose, ou na imunomodulação,

resistência e resposta imune protetora contra parasitos (James et al., 1998; Hoffmann

et al. 1999; Zouain et al. 2001; Cheever et al., 2002; Leenstra et al. 2006; Kedzierski et

al. 2006) e que moléculas produzidas pelo S. mansoni contribuem para a prevenção

de várias desordens imunes (Araujo et al., 2004; Fitzsimmons et al., 2004; Yang et al.

2007). Novas moléculas estimulatórias oriundas de plantas, que aumentam ou dirigem

uma apropriada resposta imune estão sendo investigadas para o tratamento e

prevenção de várias doenças (Spelman et al., 2006; Lee et al., 2007). Portanto,

estudos futuros dos domínios conservados e compartilhados entre as proteínas do

vegetal e do parasito, obtidos por síntese química ou por clonagem e expressão

heteróloga, poderão ser explorados como marcadores moleculares sensíveis e

específicos para o estudo de doenças parasitárias, para implementação de métodos

imunodiagnósticos, ou para a composição de vacinas ou imunoterápicos. Estes

epitopos poderão ser alvos também de drogas esquistossomicidas, reduzindo a

atividade da enzima (Penido et al., 2007), e alterando o seu potencial imunológico . 
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Conclusões
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7 - Conclusões

a) A reatividade cruzada entre os subtipos IgG1 e IgG2a de soros de

camundongos experimentalmente infectados e a apirase de batata as

isoformas de ATP difosfohidrolase de S. mansoni têm propriedades

antigênicas distintas durante a evolução da esquistossomose.

b) A apirase de batata pode ser usada como um marcador molecular de

valor preditivo para a evolução clínica da esquistossomose.

c) Os resultados sugeriram que os diferentes epitopos compartilhados

entre a apirase de batata e as isoformas de ATP difosfohidrolase de S.

mansoni são capazes de induzir resposta imune celular e humoral, bem

como o inóculo da proteína vegetal em camundongos saudáveis.

d) A reinfecção de camundongos tratados e curados mostrou que as

isoformas de ATP difosfohidrolase de S. mansoni estimulam a produção

de níveis elevados de IgG2a. Os domínios compartilhados podem ser

particularmente úteis na avaliação de mudanças na incidência à

reinfecção no curso de operações de controle da esquistossomose.

e) Análises in sílico permitiram observar que existe uma conservação entre

as apirases de planta e de parasitos, e que estes domínios conservados

podem estar relacionados à resposta imune desenvolvida pelo

hospedeiro

f) O perfil de reatividade de anticorpos contra a apirase de batata avaliado

em amostras de soros de adultos e crianças com esquistossomose,

moradores de três áreas endêmicas diferentes, mostrou elevação dos

níveis de anticorpos IgA, IgE, IgG1 e IgG4, com diferenças significativas

entre os grupos de pacientes adultos e crianças. 
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g) Após a quimioterapia, uma redução significativa ou ausência de

reatividade de anticorpos contra a apirase de batata foi observada em

alguns pacientes, podendo estar associada à resistência ou

susceptibilidade a infecção.

h) A alta soropositividade de IgE contra a apirase de batata em pacientes

de área de alta ou baixa endemididade, mantidos após a quimioterapia,

ou naqueles que apresentavam o exame parasitológico negativo para

esquistossomose, apontam para a existência de epitopos

compartilhados entre as proteínas do vegetal e do parasito que podem

estar associados com a resistência à reinfecção.

i) Nossos estudos permitiram indicar ainda quais são os possíveis

epitopos compartilhados entre as proteínas do vegetal e de parasitos,

que poderão ser obtidos por síntese química ou por clonagem e

expressão heteróloga, e explorados como marcadores moleculares

sensíveis e específicos para o estudo de doenças parasitárias, para

implementação de métodos imunodiagnósticos, ou para a composição

de vacinas ou imunoterápicos. 
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