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RESUMO 

Segundo a Organização Mundial da Saúde (WHO), atualmente 200 milhões de pessoas estão 

infectadas por espécies do gênero Schistosoma, uma vacina, administrada sozinha ou em 

combinação com drogas anti-helmínticas, seria importante para o controle da 

esquistossomose. Recentemente, nosso grupo demonstrou que uma preparação do tegumento 

de esquistossômulo do S. mansoni (Smteg) é capaz de elicitar uma diminuição 

estatisticamente significativa na carga parasitária quando formulado com adjuvante de 

Freund. Neste trabalho nós avaliamos a imunoproteção induzida em camundongos pelo Smteg 

sem adjuvante ou Smteg associado ao Alum ou Alum + CpG. Na ausência de adjuvante não 

houve diminuição estatisticamente significativa da carga parasitária. Apesar disso, o Smteg 

foi capaz de ativar a resposta imune produzindo níveis significativos de anticorpos 

específicos, aumentando a porcentagem de células TCD4+IFN-γ+ e de células TCD4+IL-10+ 

no baço e aumentando a produção das citocinas IFN-γ e IL-10 pelas células esplênicas e IL-10 

por células dendríticas,. Ao contrário, a associação Smteg/alum/CpG-ODN foi capaz de 

induzir uma redução parcial na carga parasitária (43,1%) além de uma reduzir 

significativamente o número de ovos eliminados nas fezes. Esta resposta protetora foi 

associada com um perfil predominantemente do tipo Th1, com o aumento na produção de 

IgG2c, IFN-γ  e TNF-α. O papel dos anticorpos na eliminação do parasito em animais 

imunizados com o Smteg também foi avaliado, e demonstramos que anticorpos específicos 

estão envolvidos na eliminação do parasito. Uma vez observada a importância dos anticorpos 

na imunidade protetora, realizamos análises proteômicas e sorológicas pela técnica de 

Western-blotting bidimensional (2D-WB) para identificar candidatos vacinais. Uma das 

proteínas identificadas, a ciclofilina do S. mansoni (SmCyp), foi utilizada como antígeno em 

um protocolo de imunização gênica, porém  não  observamos redução significativa da carga 

parasitária e do número de ovos nas fezes e no intestino e fígado de camundongos 

imunizados, apesar da  imunização diminuir significativamente a área dos granulomas 

hepáticos em animais imunizados. Nossos resultados demonstram a importância do 

tegumento do esquistossômulo do S. mansoni como fonte de antígenos vacinais para a 

esquistossomose mansoni; a importância dos anticorpos na eliminação do parasito e identifica 

proteínas candidatas a serem utilizadas em formulações vacinais, abrindo novas possibilidades 
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de estudos avaliando as mesmas em diferentes formulações e estratégias vacinais em ensaios 

pré-clinicos. 
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ABSTRACT 

According to the World Health Organization (WHO), currently 200 million people are 

infected by Schistosoma species, the vaccine, administered alone or in association with anti-

helminthic drugs, would be important to control schistosomiasis. Recently, our group 

demonstrated that the schistosomula tegument preparation from S. mansoni (Smteg) is able to 

induce a significant reduction in worm burden when formulated to Freund adjuvant. In this 

work we evaluated the protection induced by Smteg without adjuvant or Smteg with Alum or 

Alum + CpG. Without adjuvant any significant reduction in parasite burden was observed. 

However, Smteg immunization activate immune response inducing significant production of 

specific antibody; increased percentage of TCD4+IFN-γ+ and TCD4+IL-10+ cells in spleen 

and increased production of IFN-γ and IL-10 cytokines by spleen cell and IL-10 by dendritic 

cells.  On the other hand Smteg/alum/CpG-ODN formulation was able to induce partial 

reduction in worm burden (43.1%) and also a significant reduction in the number of eggs 

eliminated in the feces. This protective response was associated with a predominant Th1 type 

of immune response, with increased production of specific IgG2c, IFN-γ and TNF-α. The role 

of antibodies in the elimination of parasites in animals immunized with Smteg was also 

evaluated and we have demonstrated that specific antibodies are involved in the elimination of 

the parasite. Once we have observed the importance of antibodies in protective immunity, we 

performed proteomic and serological analyzes by two-dimensional Western blotting (WB 2D) 

technique to identify vaccine candidates. One of the identified proteins, the S. mansoni 

cyclophilin (SmCyp), was used as antigen in a genetic immunization protocol, although no 

significant reduction in parasite burden and the number of eggs in the feces and intestine and 

liver of immunized mice was observed, immunization significantly decrease the area of 

hepatic granulomas in immunized animals. Our results demonstrate the importance of S. 

mansoni schistosomula tegument as a source of vaccine targets for  schistosomiasis; the 

importance of antibodies in parasite elimination  and also identify proteins to be used in 

vaccine formulations, opening new studies possibilities in the evaluation of these candidates 

in different formulations and vaccination strategies in preclinical trials.
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1  INTRODUÇÃO 

1.1 A esquistossomose 

A esquistossomose é uma das principais doenças tropicais negligenciadas em termos 

de importância na saúde pública. Estima-se que 200 milhões de pessoas estejam 

constantemente infectadas, sendo que 779 milhões de indivíduos estão sob o risco de infecção 

em aproximadamente 78 países (WHO, 2013). Esta doença parasitária humana é causada por 

trematodos digenéticos do gênero Schistosoma.  O ser humano é o hospedeiro definitivo das 

seis espécies de Schistosoma as quais são morfologicamente muito similares. Três destas 

espécies são de importância global ou regional: S. japonicum (China e sudeste da Ásia), S. 

mansoni (África, Arábia e América do Sul) as quais vivem nas vênulas peri-intestinais 

causando esquistossomose intestinal e hepatoesplênica e o S. haematobium (África e Arábia), 

espécie esta que vive no plexo perivesical que causa esquistossomose urinária. S. intercalatum 

(oeste e região central da África), S. mekongi (Mekong Delta) e S. malayensis (Malásia) estão 

limitados a poucos focos locais e possuem menor importância epidemiológica (Jordan  et al., 

1993; Ross  et al., 2002; Gryssel  et al., 2006; Chitsulo  et al., 2000; WHO, 2002) (Fig. 1).  

 

Figura 1: Mapa de distribuição mundial da esquistossomose. (Gryssel et al., 2006) 
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O Brasil é o país mais afetado pela esquistossomose nas Américas com 

aproximadamente 2 milhões de pessoas infectadas e mais de 36 milhões sob o risco de 

adquirir a Infecção (Steinmann et al., 2006; Lambertucci et al., 2010). As áreas endêmicas 

para a esquistossomose de maior prevalência da doença estão nos estados de Minas Gerais e 

Bahia. Há ainda focos isolados nos estados do Piauí, Amazonas, Amapá, Tocantins, Santa 

Catarina, Rio Grande do Sul, Goiás e Mato Grosso do Sul (DATA SUS, 2013). 

 Negligência sanitária e migração humana têm contribuído enormemente para espalhar 

a esquistossomose tanto nas áreas rurais como em aglomerados urbanos (Jordan et al., 1993; 

Gryssel et al., 2006). Embora haja esforços globais para reduzir a doença através da 

quimioterapia via praziquantel (droga desenvolvida em 1970), as taxas de Infecções 

continuam altas nas regiões endêmicas (Hotez et al., 2006; Hotez et al., 2010). O praziquantel 

não elimina os esquistossômulos ou ovos, além disso, algumas preocupações em relação a 

essa droga têm sido relatadas uma vez que tolerância ao praziquantel foi facilmente induzida 

em modelo animal (Gryssels et al., 2001). Assim, torna-se importante a busca de 

metodologias alternativas de controle e cura dessa doença como, por exemplo, a vacinação. 

1.2 Ciclo de vida do Schistosoma mansoni 

O ciclo de vida do S. mansoni envolve duas gerações: a primeira no hospedeiro 

vertebrado em que ocorre a reprodução sexuada e maturação; e a segunda no hospedeiro 

intermediário invertebrado em que somente ocorre a reprodução assexuada. O hospedeiro 

intermediário para o S. mansoni é o caramujo do gênero Biomphalaria (Davis et al., 1985). 

Milhares de cercárias são produzidas por um único esporocisto durante a reprodução 

assexuada no hospedeiro intermediário. As cercárias saem através da formação de vesículas 

no tegumento do molusco, que se rompem e liberam de forma intermitente nas horas mais 

claras do dia. (Gryssel, 2012; Souza et al., 2011). Na água, as cercárias possuem geotropismo 

negativo, fototropismo positivo e tendem a acumular-se sob a superfície líquida por até 72 

horas (Rollinson & Simpsom, 1987; Gryssel et al., 2012). Quando a cercária encontra o 

hospedeiro definitivo, penetra pela sua pele ou mucosa por ingestão de água contaminada, 

àquelas que chegam ao estômago são destruídas, e as que penetram na mucosa oral 

desenvolvem-se normalmente perdendo a cauda (Souza et al., 2011). A capacidade invasora 
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das larvas depende de um esforço mecânico e da ação química exercida pelas secreções 

histolíticas das glândulas cefálicas de penetração. A ação mecânica ocorre por auxílio de uma 

ventosa oral. A ação química ocorre por proteases do tipo colagenase e elastase, ou por 

enzimas que são ativas contra as glicoproteínas da pele. Após penetrar, a cercária passa por 

mudanças na conformação da membrana, que se torna pentalaminada e no metabolismo, que 

se torna principalmente anaeróbico (Rollinson & Simpsom, 1987; Gordon & Griffiths, 1951). 

Inicia-se então o processo de transformação em esquistossômulos (Silva et al., 2008; Stirewalt 

et al., 1983). Após permanecer na pele por tempo variável, de minutos a 72 horas, os 

esquistossômulos, caso não sejam destruídos pelos mecanismos de defesa, iniciam a migração 

através do corpo do seu hospedeiro. Os esquistossômulos utilizam as secreções líticas das 

glândulas cefálicas posteriores para penetrar nos vasos cutâneos. Através da circulação, eles 

chegam direto ao coração e aos pulmões em aproximadamente 4 dias, tornando-se mais 

longos e delgados, o que facilita a sua migração através da rede vascular pulmonar (Miller & 

Wilson, 1980). Do pulmão, os esquistossômulos voltam ao coração e são enviados através da 

circulação geral a todas as partes do corpo do hospedeiro. Somente quando alcançam o 

sistema porta intra-hepático podem completar seu desenvolvimento (Rollinson & Simpsom, 

1987; Miller et al., 1980). Quatro semanas após a infecção, a maioria dos vermes encontra-se 

maduros e prontos para se acasalarem. Os vermes acasalados deslocam-se ativamente contra a 

corrente circulatória do sistema porta e migram para as veias mesentéricas inferiores pélvicas. 

As localizações habituais são as vênulas da parede do reto, sigmóide e intestino grosso 

(Rollinson & Simpsom, 1987; Bloch, 1980). O casal está em constante associação, 

encontrando-se a fêmea alojada no canal ginecóforo do macho (Fig. 2). O macho mede cerca 

de 1 cm de comprimento, apresenta forma foliácea e cor esbranquiçada e a fêmea possui 

forma cilíndrica, com 1,2 a 1,6 cm de comprimento e coloração mais escura. 
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Figura 2: Morfologia dos Schistosomas adultos. (Museu histórico natural de 

Londres) 

As fêmeas fecundadas, isoladas ou acopladas ao macho, migram contra a corrente 

sanguínea e iniciam a postura dos ovos na submucosa dos vasos de menor calibre da parede 

intestinal. A maior parte da energia das fêmeas é gasta na produção de ovos. Cerca de 300 a 

400 ovos de S. mansoni são liberados por fêmea em camundongos infectados a cada dia, 

sendo que este número aumenta em primatas (Juberg et al., 2009; Cheever et al., 1994). A 

produção de ovos começa 30 a 40 dias após a infecção. Os ovos são eliminados para o 

ambiente através das fezes dos indivíduos infectados (Valadares et al., 1981). Muitos dos 

ovos não ultrapassam a parede intestinal e são levados a órgãos e tecidos do hospedeiro pela 

corrente sanguínea. A presença destes ovos nos tecidos resulta na formação de granulomas, 

proveniente da resposta do sistema imune do hospedeiro. No momento da ovoposição, o 

desenvolvimento embrionário é ainda incompleto, requerendo mais seis ou sete dias para 

completar-se. Os miracídios morrem caso a expulsão não se complete dentro de três a quatro 

semanas após a ovoposição. Os ovos eliminados pelo hospedeiro através das fezes, se 

encontrarem condições adequadas, como por exemplo: água natural com temperatura morna, 

baixa hipotonicidade e iluminação adequada, liberarão o miracídio de dentro da casca do ovo 

(Juberg etal., 2009). Uma vez que o ovo é rompido em água natural, o miracídio eclode e 

começa a nadar ativamente. O miracídio possui geotropismo negativo e fototropismo positivo, 

que o auxilia na localização do hospedeiro intermediário, além de ser atraído por substâncias 

químicas eliminadas pelo caramujo. O encontro deve ocorrer em um período de 8 horas e o 
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tempo total de penetração é de 10 a 15 minutos. O miracídio penetra no hospedeiro 

intermediário específico por movimentos rotatórios e ação lítica. Após a penetração, o 

miracídio perde seu revestimento epitelial e seus órgãos de penetração, atrofiando sua 

musculatura (Rollinson & Simpsom., 1987). Por volta do oitavo dia, o miracídio apresenta-se 

como um tubo enovelado, imóvel, repleto de células germinativas em multiplicação, se 

transformando em esporocisto primário. O esporocisto primário apresenta grandes células 

germinativas isoladas ou agrupadas. Por volta da segunda semana de existência, as células 

germinativas rompem-se para liberar esporocistos filhos, em número de 20 a 40 por 

poliembrionia. Os esporocistos secundários apresentam células germinativas, em constante 

multiplicação. Estes migram para as glândulas digestivas e ovotestis do planorbídeo. Pouco a 

pouco, aglomerados celulares vão se diferenciando para formar cercárias. Os esporocistos 

podem formar várias gerações de cercárias. A transformação dos esporocistos em cercárias 

ocorre apenas quando atingem sua localização permanente, nas glândulas digestivas do 

caramujo. A cercária deixa o hospedeiro intermediário caindo em água fresca, completando o 

ciclo do parasito (Rollinson & Simpsom, 1987) (Fig. 3). 
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Figura 3: Ciclo de vida do Schistosoma mansoni. As cercárias penetram pela pele no 

hospedeiro definitivo perdendo a cauda e iniciando-se o processo de transformação em 

esquistossômulos. Os esquistossômulos migram até o sistema porta-hepático, onde 

completam o desenvolvimento transformando-se em vermes adultos. O casal copula e as 

fêmeas depositam seus ovos que podem se alojar em órgãos ou serem eliminados com as 

fezes. Em água fresca os ovos eclodem e liberam os miracídios que nadam e penetram no 

hospedeiro intermediário e transformando em cercárias.  

1.3 Controle da esquistossomose 

A estratégia de controle e prevenção da esquistossomose utilizada atualmente é 

baseada principalmente na quimioterapia, saneamento básico e educação ambiental (Jordan et 

al., 1993; Gryssel et al., 2006; Jordan et al., 2000). Em alguns países, mais notadamente no 

Japão em 1950, conseguiu-se eliminar a esquistossomose combinando abastecimento de água, 

saneamento básico e intervenções ambientais (Minai et al., 2003). Hoje em dia, o uso da 
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quimioterapia nas comunidades e grupos de riscos é comumente realizado (Molyneux, 2005; 

WHO, 2013). Dependendo dos recursos e epidemiologia local, comunidades em áreas 

endêmicas ou são examinadas e tratadas, caso o exame encontra-se positivo, ou toda a 

população é tratada independentemente do estado de infecção individual. Esta estratégia é 

especialmente aplicada com crianças em idade escolar, pois estão em maior risco de infecção 

e são facilmente acessíveis nas escolas. Os medicamentos são distribuídos por equipes 

especiais: os agentes de saúde local ou pelos professores da escola. Embora o objetivo 

primário de quimioterapia seja controlar e prevenir a morbidade, também é esperado que, 

eventualmente, a transmissão seja afetada e até mesmo interrompida (Fig. 4). 

Devido ao fato de não ser fácil modificar as condições sanitárias e socioeconômicas, 

seja por causa do alto investimento necessário inicialmente, seja pela falta de vontade ou 

consciência política, tradicionalmente, o controle da esquistossomose tem sido feito através 

do tratamento com uma única droga, o praziquantel (PZQ). O desenvolvimento de resistência 

à droga pelos parasitos é, além disso, uma preocupação a ser considerada (Coles et al., 1986). 

O uso de tratamentos repetidos em intervalos curtos de dois a três anos, com custos 

operacionais importantes, justifica o desenvolvimento de estratégias de controle adicionais 

que possam ter um efeito mais duradouro. Assim, eliminar a esquistossomose apenas com o 

uso de drogas, sem a utilização de medidas adicionais como saneamento, abastecimento de 

água, controle do caramujo e educação é praticamente impossível.  
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Figura 4: Controle da esquistossomose no campo. (A) Tratamento em massa com 

praziquantel na comunidade. (B) Cuidados no suplemento de água. (C) Controle do caramujo 

com moluscicida. (Fonte: Gryssel, 2012).  

1.4 Imunobiologia da esquistossomose 

Devido ao seu complexo ciclo de vida, o S. mansoni representa um desafio para o 

sistema imune do hospedeiro, principalmente porque o parasito apresenta diferentes estágios 

evolutivos e habita distintos nichos durante seu desenvolvimento no hospedeiro definitivo. 

Um aspecto fundamental da relação parasito-hospedeiro é o desenvolvimento de mecanismos 

eficientes de escape pelo S. mansoni, que permite a este evadir-se da resposta imune e 

sobreviver por décadas no hospedeiro utilizando-se de suas biomoléculas para completar o 
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ciclo, e também para desenvolver uma infecção crônica (Pearce et al., 2002). No curso da 

infecção, a resposta imune progride por, pelo menos, três fases, em todas as fases 

componentes do sistema imunológico do hospedeiro são importantes tanto para o 

desenvolvimento do parasito, quanto para sua eliminação ou regulação da resposta 

inflamatória desencadeada em resposta a seus antígenos. Produtos de células TCD4+ 

modulam o desenvolvimento do parasito (Davies et al., 2001) visto que em hospedeiros 

imunodeprimidos, o desenvolvimento do parasito é retardado. Já foi demonstrado que o 

parasito utiliza TNF-α produzido pelo hospedeiro como sinal estimulatório para a produção de 

ovos (Amiri et al., 1992). A participação de IL-7 já foi demonstrada no crescimento e 

fecundidade do verme (Wolowczuk et al., 1989). A presença do receptor de TGF- β expresso 

na superfície do tegumento sincicial indica a utilização deste fator pelo verme (Davies et al., 

1998). Fatores de crescimento epitelial humano estimulam a expressão do fator de 

crescimento epitelial no parasito (Vicogne et al., 2004). A primeira fase da resposta 

imunológica do hospedeiro à Infecção pelo Schistosoma acontece após infecção por cercárias 

no hospedeiro, que, posteriormente, se transformam em esquistossômulos e vermes adultos 

jovens os quais migram pelos tecidos (Cheever et al., 2001), nesta fase, a resposta 

imunológica predominante é a do tipo Th1 (Pearce et al., 2002). Em indivíduos que já 

estiveram expostos ao parasito, e que, portanto, já desenvolveram uma sensibilização prévia, a 

partir das primeiras 12 horas após a penetração das cercárias, observa-se importante reação 

inflamatória dérmica e subdérmica, originando a dermatite cercariana, a qual é capaz de 

destruir um importante quantitativo de cercárias e esquistossômulos ainda na pele sendo a 

primeira linha de defesa contra a infecção (Lichtenbergova et al., 2008). Nesta reação 

predomina principalmente células mononucleares e polimorfonucleares e apresenta-se 

clinicamente como um exantema maculopapular pruriginoso (Mahmoud et al., 2009). Durante 

a passagem pela epiderme e derme, ocorre reação de hipersensibilidade do tipo imediata com 

ativação de vários componentes da resposta imune inata. Em dois dias organiza-se um 

infiltrado de polimorfonucleares, mononucleares e células de Langerhans, além de produção 

local de quimiocinas- CCL3/MIP-1α – e citocinas- IL-1β, IL-6, IL12 p40, IL-10. Depois de 

quatro a cinco dias, este cenário ainda é predominante, podendo se observar o influxo de 

linfócitos T CD4+e produção de IL12 p40, IFN- γ e IL-4, os quais se reduzem na segunda 

semana (Hogg et al., 2003; Kourilová et al., 2004). 
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À medida que essas formas do parasito imaturas se desenvolvem, copulam e produzem 

ovos, após cinco ou seis semanas de infecção, ocorre uma alteração considerável na resposta 

imunológica. A resposta imunológica que era predominantemente Th1 é substituída pelo 

predomínio da resposta Th2, induzida principalmente por antígenos do ovo do Schistosoma 

mansoni.  Acredita-se que a resposta imune do tipo Th1 seja responsável pelas lesões 

teciduais e manifestações clínicas da fase aguda. Além disso, outro aspecto importante é a 

citotoxidade celular dependente de anticorpos (ADCC), com ação efetora sobre 

esquistossômulos, mas aparentemente inócua para os helmintos adultos (Souza et al., 

2011).Tem-se evidenciado que as classes e subclasses de anticorpos anti-Schistosoma variam 

com a idade, a intensidade da infecção, e, provavelmente, com a duração da infecção. Alguns 

estudos têm demonstrado que a composição de isotipos de anticorpos anti-Schistosoma pode 

desempenhar uma influência marcante na eficiência de mecanismos efetores de citotoxidade 

celular dependente de anticorpo (A.D.C.C.) e, consequentemente, na expressão da imunidade 

protetora ou na patologia (Dunne et al., 1993). Várias células efetoras, em presença de 

anticorpos anti-esquistossômulo, participam do mecanismo de A.D.C.C., dentre elas 

monócitos, eosinófilos, e plaquetas (Joseph et al., 1983). É sabido que, ao contrário de IgG1, 

o isotipo IgG4 é ineficiente na ativação de complemento e na ligação a receptores de 

imunoglobulinas presentes em monócitos e macrófagos. Além disso, compete com IgE 

específica na ligação a antígenos do verme nos sítios de ligação de mastócitos, bloqueando 

sua degranulação (Stanworth & Smith, 1973). Neste contexto, os anticorpos anafiláticos têm 

sido associados com a imunidade. Além disso, estes anticorpos induzem alto nível de 

proteção contra novas exposições às cercárias quando transferidos passivamente para ratos 

não infeectados (Joseph et al., 1983) 

Durante a terceira fase da resposta, entre a 16º e 17º semanas após a infecção, um 

aumento significativo na produção de IL-10 é responsável pela modulação da produção e das 

funções efetoras dos mediadores pró-inflamatórios (Araújo et al., 1996; Malaquias et al., 

1997; Montenegro et al., 1999, Cheever et al., 2001). A ausência dessa modulação mantém 

altos os níveis de mediadores inflamatórios, o que pode ocasionar o desenvolvimento das 

formas graves da esquistossomose, com fibrose hepática e hipertensão portal podendo resultar 

em morte do hospedeiro (Hoffmann et al., 2000; Rutzky et al., 2001). Estudos em 
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camundongos deficientes das citocinas IL-10 e IL-12 demonstraram que estes animais 

desenvolveram uma vigorosa resposta do tipo Th2 com significativa mortalidade entre a 12º e 

15º semanas após a infecção. Ainda neste trabalho, camundongos deficientes das citocinas IL-

10 e IL-4 desenvolveram forte resposta Th1 com 100% de mortalidade 9 semanas após 

infecção. Isso indica que as citocinas características dos perfis Th1 e Th2 são ambas 

potencialmente patogênicas e também demonstra o papel regulador da IL-10 tanto no perfil 

Th1 como Th2 promovendo um granuloma capaz de reter os estímulos inflamatórios 

liberados pelo ovo os quais poderiam levar a destruição hepática (Hoffman et al., 2000). Por 

outro lado, a contribuição do IFN-γ produzido por células Th1 e IL-4, IL-5 e IL-13 produzidas 

por células Th2 na resposta granulomatosa tem sido discutida sendo que a fibrose e os outros 

sintomas da patologia são mediados principalmente por citocinas do tipo Th2 (Cheever et al., 

1994, Remain et al., 2006). Camundongos deficientes na sinalização de IFN-γ apresentam 

redução no tamanho do granuloma e parecem transitar para fase crônica mais rapidamente. 

Uma forte atividade antifibrótica tem sido associada à presença de IFN-γ (Mukai et al., 2006), 

porém, níveis excessivos de IFN-γ podem causar graves consequências patológicas para o 

hospedeiro, como, por exemplo, efeito hepatotóxico (Hoffmann et al., 2000). 

A polarização da resposta imune na direção de um perfil Th1, Th2 ou Th17 é 

prejudicial se não letal para o hospedeiro (Hoffmann et al., 2000; Stadecker et al., 2004; 

Wilson et al., 2007). Similar ao paradigma Th1-Th2, o antagonismo se estende às células 

secretoras de IL-17, com ambas as citocinas IFN-γ e IL-4 suprimindo a sua secreção (Cruz  et 

al., 2006; Lubberts et al., 2000).  Dado aos elevados níveis de IFN-γ e IL-4 durante vários 

momentos da Infecção pelo S. mansoni, é provável que a produção de IL-17 seja rigidamente 

controlada. Em um trabalho desenvolvido por Rutitzky et al. (2005), camundongos CBA 

apresentavam uma vigorosa resposta com alta produção de IL-17 durante o curso da Infecção 

por S. mansoni induzindo uma patologia severa do fígado. A neutralização com anti-IL-17 

mAb levou a uma regularização do tamanho do granuloma sendo este comparado aos 

tamanhos dos granulomas presentes no fígado dos camundongos controles. Apesar de se 

observar também um aumento das células T CD8+e uma redução da razão CD4+/CD8+ 

durante o curso da Infecção, o papel destas células na imunidade celular anti-Schistosoma 

ainda não está totalmente elucidado (Yanget al., 2000). Embora o recrutamento de células T 
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CD8+ por antígenos exógenos seja primeiramente não esperado, estudos recentes têm 

demonstrado que estas células são propensas a responder a esses antígenos em doenças 

infecciosas via ativação dirigida por estimulação antigênica persistente (Manfras et al., 2002); 

citocinas (Martins-Filho et al., 1999) ou por apresentação cruzada via MHC de classe I (Grant 

& Rock, 1992; Rock et al., 1990; Lipscomb & Masten, 2002). 

Um possível papel para as células CD8+ na eliminação do Schistosoma pode estar 

relacionado à sua função citotóxica sobre esquistossômulos. Em um ensaio de imunização 

realizado por Zhou et al. (2012) foram utilizados dois antígenos presentes na superfície do 

esquistossômulo: Sj22.6/ 26GTS os quais foram ligados em esferas magnéticas de Sepharose 

4B a fim de mimetizar o esquistossômulo do Schistosoma japonicum. Neste trabalho 

observou-se uma apresentação cruzada pelas células dendríticas às células T CD8+ com um 

aumento da expressão de MHC I pelas células dendríticas e estimulação e proliferação de 

células T CD8+. Estas exerceram função citotóxica matando os esquistossômulos em um 

ensaio in vitro e, in vivo foi observada uma diminuição significativa da carga parasitária e 

redução do número de ovos no fígado. 

Outra população de células, as células T CD4+ reguladoras (Treg) também contribuem 

para manter a homeostase imunológica suprimindo a ativação de células autoreativas, bem 

como controlando a magnitude da resposta imune aos patógenos invasores (Sakagucchi et al., 

2006; Belkaid & Rouse, 2005). A descoberta do “Forkhead box protein 3” (Foxp3) como um 

fator de transcrição natural das células Treg foi importante para diferenciar as células Treg 

natural das células Treg induzíveis mas que apresentam propriedades regulatórias similares. 

Células Treg naturais expressam Foxp3 e desenvolvem-se no timo sendo componentes 

essenciais do repertório de células T periféricas. A expressão constitutiva da cadeia α do 

receptor de IL-2 (CD25), Foxp3, o requerimento de IL-2, juntamente com a expressão do co-

receptor inibitório, CTLA-4, e o receptor de TNF-α induzido por glicocorticóides, GITR, 

servem como marcadores de Tregs naturais. Já as células T reguladoras induzíveis 

frequentemente se espelham nas respostas das células T efetoras e se originam das células 

CD4+ convencionais, a nomenclaturas para as essas células Tregs induzíveis incluem: caso 

secretam IL-10 são consideradas células Tr1, se secretam TGF-β são células Th3 e células 

CD4+CD25+Foxp3-. Durante a infecção pelo S. mansoni, ambas as células reguladoras 
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natural e induzível tem sido descritas com papéis variados incluindo a supressão ou ativação 

das células dendríticas, a orquestração da resposta Th2 e a regulação dessa resposta no 

desenvolvimento do granuloma e fibrose (Wilson et al., 2007). Quatro semanas após a 

infecção com S. mansoni, há uma significativa expansão de células Treg natural 

CD4+CD25+Foxp3+ que se desenvolvem no linfonodo mesentérico e com grande expansão e 

acumulação de Treg no fígado e baço (Baumgart et al., 2006; Taylor et al., 2006; Singh et al., 

2005). Assim, uma única imunização com ovos do S. mansoni ocorre uma significativa 

resposta de células Treg Foxp3+, sugerindo que antígenos imunogênicos do ovo podem ser 

um potente indutor de ambas as células efetoras e Treg durante a Infecção (Baumgart et al., 

2006; Taylor et al., 2006; Singh et al., 2005).  

1.5 Patologia da esquistossomose 

1.5.1 Patologia aguda 

Minutos após a infecção por cercárias pode aparecer urticária local que, usualmente, 

diminui em poucas horas. Em casos mais raros, pode persistir por dias. O substrato 

fisiopatológico é a morte na pele de cerca de até a metade das cercárias que a penetram 

caracterizando-se por erupção micropapular eritematosa e discretamente edemaciada 

(Lambertucci et al., 2005). De uma a quatro semanas após a Infecção, a migração e maturação 

do esquistossômulo podem causar uma reação de hipersensibilidade sistêmica (Gryssels, 

2012). Esta forma aguda da esquistossomose é também conhecida como febre de Katayama 

(distrito do Japão onde foi primeiramente descrita). Possui como sintomas febre, prostração, 

fadiga, mialgia, dor de cabeça e tosse seca (Jordan et al., 1993; Ross et al., 2002; Gryssels et 

al., 2006; Jelinek  et al., 1996; Ross et al., 2007; Clerinx & Van Gompel, 2011). Os exames de 

fezes ou urina ainda são negativos, mas eosinofilia, sorologia positiva, e um histórico de 

contato com a água tropical geralmente indicam o diagnóstico. O fígado ou baço pode estar 

aumentado e a radiografia de tórax pode revelar infiltrados irregulares. Mais tarde, a migração 

e o posicionamento dos vermes adultos para as veias mesentéricas podem levar aos mais 

pronunciados sintomas abdominais, incluindo cólicas intestinais e diarréia (Gazzinelli et al. 

1987). 
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1.5.2 Patologia crônica 

Durante a fase crônica, que pode durar a vida do hospedeiro, os vermes continuam a 

produção de ovos (aproximadamente 300 ovos/dia/fêmea), e os granulomas que se formam ao 

redor dos ovos ficam menores se comparados ao período inicial da Infecção (Pearce et al., 

2002). Nesta fase surge, abruptamente, febre elevada acompanhada de calafriose, significativa 

sudorese, mal-estar geral, eventualmente com crise asmatiforme, anorexia, náuseas e vômitos, 

os quais podem ser intensos, com mialgias e cefaléia (Coura et al., 1970). É possível observar 

também diarréia com numerosas evacuações. Ao exame físico, é possível detectar 

emagrecimento, desidratação, hepatoesplenomegalia, microadenomegalia, taquicardia e 

hipotensão arterial sistêmica (Milan & Keim, 2007). Nesta fase, os indivíduos exibem uma 

baixa resposta de IgG1, IgG2 e IgG3 e alta produção de IgG4 e IgE a antígenos de 

esquistossômulos e de verme adulto (Jassim et al., 1987). Indivíduos da forma clínica 

intestinal apresentam menor produção de IFN-γ e maior produção de IL-10 em resposta a 

estimulação de PBMC com antígeno solúvel do ovo (SEA) ou do verme adulto (SWAP) 

(Correa-Oliveira et al., 1998). O papel da IL-10 nesta fase é fundamental para o controle da 

morbidade contribuindo para a sobrevivência do hospedeiro (Sadler et al., 2003; Teixeira-

Carvalho et al., 2008; Malaquias et al., 1997; Falcão et al., 1998). 

Os granulomas, que estão associados à patologia da doença, se desenvolvem quando 

parte dos ovos produzidos pela fêmea fica retida em vários órgãos como: intestino, fígado, 

pâncreas, pulmões e outros provocando uma reação inflamatória peculiar, chamada de reação 

inflamatória granulomatosa. Essa inflamação granulomatosa provoca microulcerações, 

pseudopólipos, irritação muscular, dentre outros sintomas. A frequência e a severidade dos 

sintomas dependem da intensidade da Infecção (King et al., 2005). A formação dos 

granulomas em díspares órgãos e tecidos explica as manifestações da doença tais como: 

hipertensão portal (granulomas hepáticos com a desorganização da arquitetura sinusoidal 

hepática); formação de pseudotumores (granulomas na parede intestinal); disfunções 

neurológicas (granuloma no sistema nervoso central, principalmente na medula); lesões 

vasculares pulmonares (granuloma nos vasos pulmonares) (Carvalhoet al., 2008). 
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 O processo de formação dos granulomas hepáticos se inicia quando antígenos 

provenientes do envelope periovular (Von Lichtenberg`s) são liberados através de microporos 

localizados na casca dos ovos estimulando a resposta inflamatória (Boros et al., 1989). Esses 

antígenos são transportados para órgãos linfóides através de vasos sanguíneos e linfáticos. 

Nestes órgãos, os antígenos são capturados e processados por células apresentadoras de 

antígenos que incluem linfócitos B, células dendríticas e macrófagos. Posteriormente, os 

antígenos são apresentados aos linfócitos pelas moléculas do complexo principal de 

histocompatibilidade MHC de classe II presente nas células apresentadoras de antígenos 

(Phillips et al., 1986). Esta interação leva à ativação de células T, expansão clonal, secreção 

de citocinas e recrutamento de leucócitos adicionais. Desta resposta participam linfócitos, 

macrófagos, células gigantes multinucleadas, células epitelióides, eosinófilos, neutrófilos, 

mastócitos e fibroblastos (Von Lichtenberg et al., 1964; Moore et al., 1977; Silva-Teixeira et 

al., 1996). As células recrutadas acumulam-se em torno dos ovos dando origem ao granuloma 

propriamente dito, que pode apresentar um volume até 100 vezes maior do que os ovos. A 

destruição local dos tecidos é seguida de fibrose, um processo de cicatrização no qual os 

fibroblastos são conduzidos para a lesão e a consequente produção de colágeno resulta em 

cicatriz que pode ocasionar a obstrução de vasos sanguíneos ou linfáticos (Von Lichtenberg et 

al., 1964; Domingo & Warren, 1969; Cheever et al. 1972; Warren et al., 1973). A fibrose é 

mediada pela IL-13, o principal produto de células polarizadas Th2 (Barrie et al., 2012). 

1.6 Vacinas 

 As vacinas estão entre as intervenções mais efetivas na era atual. Desde a primeira 

utilização por Edward Jenners, o uso da vacina tem-se tornado indispensável na erradicação 

de doenças. Atualmente mais de 70 vacinas foram licenciadas para uso contra cerca de 30 

microorganismos poupando muitas vidas (Nabel, 2013). 

 O progresso no entendimento de diferentes áreas como imunologia, virologia, 

genética, biologia molecular, genômica e proteômica proporcionou o desenvolvimento de um 

conjunto de ferramentas para a abordagem atual da vacinologia, não apenas para doenças 

infecciosas agudas, mas também infecções crônicas, alergias, doenças auto-imune e câncer 

(Nabel, 2013; Andre, 2003).  
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Ao longo destes dois séculos, três gerações de vacinas foram desenvolvidas. As 

vacinas de primeira geração constituídas de microorganismos inativados ou mortos, as de 

segunda geração que são vacinas de subunidades constituídas de antígenos purificados ou 

recombinantes. As vacinas de terceira geração são as vacinas de DNA, nas quais os genes ou 

fragmentos de genes que codificam antígenos imunogênicos são carreados por DNA 

plasmidiano e são inoculados nesta forma (Mir, 2004). 

1.6.1 Vacinas de Primeira Geração 

 As vacinas de primeira geração são produzidas a partir de microorganismos vivos e 

atenuados (vacina de BCG) ou mortos inativados (vacinas contra Bordetella pertussis) 

(Bloom, 1989). Consequentemente, não há a possibilidade de replicação de tais 

microorganismos no hospedeiro. Sendo assim existe a necessidade de administração de doses 

maiores e múltiplas além da limitação da produção da vacina (Palatnick, 2008). 

1.6.2 Vacinas Recombinantes 

 A técnica de expressão de proteína recombinante consiste em isolar, clonar e expressar 

os genes que codificam uma proteína de interesse (Mir, 2004). As proteínas heterólogas são 

produzidas tanto em organismos procariotos como em eucariotos e, uma vez expressas, 

podem ser rapidamente purificadas e administradas aos animais em altas concentrações. Isto, 

somado às novas estratégias de apresentação de antígenos e uma nova geração de adjuvantes, 

aumenta significativamente o potencial destas subunidades antigênicas de induzirem uma 

imunidade celular e humoral (Clark et al., 2005). 

 A bactéria E. coli é um importante microorganismo utilizado na expressão de 

proteínas recombinantes (Makrides et al., 1996). No entanto, em alguns casos, esta 

metodologia de produção pode apresentar alguns problemas como, por exemplo, a não 

realização de modificações pós-transducionais, como a glicosilação (Mir, 2004). Além disso, 

a estimulação do sistema imune pelas proteínas recombinantes pode ser variável já que uma 

série de fatores pode interferir, tais como, características peculiares do antígeno, formas de 

apresentação do mesmo ao sistema imune e via de imunização utilizada. Sistemas de 

expressão de proteínas baseados em  E. coli ou em leveduras podem gerar uma conformação 
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incorreta da proteína, acarretando ausência de epitopos conformacionais requeridos na 

produção de anticorpos neutralizantes protetores em algumas Infecções (Swartz, 2001). 

Similarmente, a formação de agregados protéicos (corpúsculos de inclusão), comumente 

formados devido a níveis muito elevados de expressão, compromete a estrutura tridimensional 

nativa das proteínas (Swartz, 2001). Por outro lado, níveis baixos de expressão podem estar 

relacionados com a degradação das proteínas por proteases do hospedeiro, a utilização de 

códons não preferenciais, toxicidade da proteína recombinante para a célula hospedeira e a 

ausência de modificações pós-traducionais (Segatori et al., 2005). 

1.6.3 Vacinas de DNA 

Dentre as atuais formulações vacinais, as “vacinas de DNA” são as mais recentes e 

representam uma interessante alternativa para a apresentação de moléculas antigênicas ao 

sistema imune. As vacinas de DNA consistem na administração de vetores plasmidianos 

contendo o gene de interesse, responsável por codificar o antígeno no hospedeiro (Gurunathan 

et al., 2000a). 

Os primeiros estudos que sugeriram que a injeção de uma vacina de DNA, in vivo, 

poderia levar à expressão do antígeno e à produção da proteína foram realizados por Ito 

(1960), o qual demonstrou que a injeção de DNA de papilomavírus induzia tumores em 

coelhos. Resultados semelhantes foram observados por Atanasiu e colaboradores (1962) após 

a inoculação do DNA de papilomavírus em hamster. No entanto, a primeira evidência na 

literatura do uso imunológico da molécula de DNA foi publicada em 1992 por Tang e 

colaboradores. Seus estudos mostraram que a injeção da sequência codificadora do hormônio 

do crescimento humano na pele de camundongos utilizando a técnica de gene gun, foi capaz 

de aumentar o nível de anticorpos específicos contra este hormônio, sugerindo que o DNA 

poderia ser utilizado para induzir resposta imune contra Infecções patogênicas. Naquele ano, 

durante a Reunião Anual de Vacinas no “Cold Spring Harbor Laboratory”, pesquisadores 

deram origem a uma nova era da vacina, com a apresentação de trabalhos reportando o uso de 

vacinas de DNA para estimulação da resposta imune humoral e celular. Dois trabalhos 

demonstraram a geração de resposta imune contra o vírus influenza e o vírus da 

imunodeficiência humana 1 (HIV1) (Ulmer et al., 1993; Wang et al., 1993). Posteriormente, 
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resultados semelhantes foram obtidos após imunização com DNA contra o vírus herpes 

bovino (Cox et al., 1993) e contra o vírus da raiva (Xiang et al., 1994). As vacinas de DNA 

são compostas de vetores plasmidianos que codificam antígenos vacinais. Tais vetores contêm 

um gene de resistência ao antibiótico controlado por um promotor procarioto, e uma origem 

procariótica de replicação, permitindo a seleção e a replicação dos plasmídeos em bactérias 

transformadas, respectivamente. A unidade de transcrição é geralmente composta por um 

promotor viral forte e constitutivo, que confere um alto nível de expressão do gene de 

interesse em células eucarióticas pela sequência Kozak e por uma sequência sinal de 

poliadenilação (Fig. 5). 

 

Figura 5: Representação esquemática de um plasmídeo para uso como vacina de DNA. 

Na parte superior da figura encontra-se a Região de Expressão Eucariótica, responsável pela 

expressão do antígeno em células eucarióticas, contendo o promotor que promove a expressão 

da Open Read Frame (ORF) de interesse, a seqüência de Kozak e o códon de parada de 

tradução, e a seqüência sinal de poliadenilação (Poli-A) para estabilização do transcrito 

primário. Na parte inferior encontra-se a Região de Propagação Procariótica, responsável pela 
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propagação e manutenção do plasmídeo vacinal na célula bacteriana, contendo assim uma 

origem de replicação procariótica e um marcador de seleção, respectivamente (Adaptado de 

Kutzler & Weiner, 2008). 

Atualmente todos os vetores utilizados para vacina gênica ou terapêutica utilizam 

origens de replicação teta e a grande maioria destes plasmídeos são derivados de pBR322 ou 

pUC, com a origem de replicação ColE1 de Escherichia coli (Williams et al., 2009). ColE1 é 

o sistema melhor caracterizado, sendo capaz de manter mais de 20 plasmídeos por célula de 

E. coli, o que resulta em alta produção de DNA plasmidiano em um período relativamente 

curto (Ingolotti et al., 2010). 

Os marcadores de seleção mais utilizados são genes que conferem resistência a 

antibióticos, sendo também responsáveis pela estabilidade/manutenção do plasmídeo na 

célula bacteriana (Ingolotti et al., 2010). 

No cassete de expressão eucariótica, os promotores virais, tais como o do 

Citomegalovírus (pCMV), Rous vírus (pRSV), Símio vírus (pSV40), Baculovírus (promotor 

da polihedrina) e Herpes simplex vírus tipo 1 (promotor da timidina quinase) são 

frequentemente utilizados para a expressão do transgene ou antígeno de interesse em uma 

grande variedade de células dos mamíferos (Becker et al., 2008) 

A inserção de uma sequência consenso específica presente no mRNA eucarioto, 

sinalizando o start codon, denominada sequência Kozak, é necessária para iniciação da 

síntese protéica em células eucariotas. Para garantir a terminação correta da proteína, também 

é importante a inserção de um ou mais stop codons, impedindo a leitura incorreta do mRNA, 

como produtos de alto peso molecular  e com conformação incorreta (Kutzler e Weiner, 

2008). 

A inclusão de uma sequência sinal de poliadenilação (AAUAAA) junto à extremidade 

3’ da sequência de interesse é essencial para expressão eucariótica. O sinal de poliadenilação 

é necessário para correta finalização da transcrição da janela aberta de leitura de interesse, 

adição da cauda poli-A e exportação do mRNA do núcleo para o citoplasma, desempenhando 

um papel importante na estabilidade do mRNA (Kutzler e Weiner et al., 2008). A maioria dos 
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vetores contém o sinal de poliadenilação de SV40 ou do Hormônio Bovino de Crescimento 

(BGH). Estudos têm revelado que a sequência sinal de poliadenilação do BGH é até duas 

vezes mais eficiente que as demais, sendo, por isso, mais utilizada (Xu et al. 2002). 

 Embora o mecanismo de indução da imunidade por vacinas de DNA ainda permaneça 

incerto, o lento aumento da resposta imune após a vacinação com DNA sugere que esta siga 

um caminho complexo que pode mimetizar a infecção natural. Acredita-se que uma vez que o 

DNA plasmidiano é administrado e internalizado pela célula, estes utilizam a rede de 

microtúbulos e suas proteínas motoras associadas para o tráfego através do citoplasma para o 

núcleo (Vaughan & DeGiulio, 2006), e a transcrição do imunogene é iniciada utilizando o 

maquinário celular do hospedeiro (Kutzler e Weiner, 2008). 

Diferentemente das vacinas inativadas ou de subunidade, as vacinas de DNA resultam 

em uma exibição antigênica via moléculas de MHC I e MHC II, como a infecção natural, 

ativando linfócitos T CD4+, TCD8+ e a produção de anticorpos. Logo após a imunização, 

APCs carregadas com o antígeno podem migrar para o linfonodo, ativando linfócitos T via 

MHC e receptores de células T (TCR), ativando também linfócitos B via receptores de células 

B (BCRs), induzindo assim a produção de anticorpos (Kutzler e Weiner, 2008)(Figura 6). 

 Assim, os diferentes tipos de resposta imune induzida pela imunização gênica 

justificam sua aplicação nos campos das doenças infecciosas, das alergias e dos tumores. 

Tanto uma resposta tipo Th1 quanto Th2 são induzidas, dependendo da via de entrega da 

vacina de DNA, podendo ser empregada para controle de infecções intracelulares, como 

leishmaniose, tuberculose, toxoplasmose, brucelose e listeriose assim como direcionado ao 

controle de infecções extracelulares, como esquistossomose e outras doenças (Azevedo & 

Oliveira, 2003). 

 

 

 



 

 

40 

 

 

Figura 6: Representação esquemática da indução da imunidade celular e humoral por 

vacinas de DNA. Após a imunização intramuscular com a vacina de DNA, (1) miócitos e (2) 

APCs são transfectados. Após a expressão do antígeno de interesse, estes são apresentados ao 

sistema imune via MHC I. O antígeno pode ainda ser secretado pelos miócitos ou há a 

formação de corpos apoptóticos/necróticos que irão levar a apresentação antigênica por APCs 

via MHC II. As APCs migram para o linfonodo e ativam linfócitos T CD4+ e T CD8+. TCR: 

Receptor de Célula T; BCR: Receptor de Célula B, (Adaptado de Kutzler e Weiner, 2008). 
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1.6.4 Vacinas para esquistossomose 

 Nos últimos tempos, tentativas de desenvolvimento de vacinas para esquistossomose 

têm-se revelado uma tarefa difícil por inúmeras razões. Um dos obstáculos para esta 

dificuldade é a necessidade de compreender os mecanismos da imunidade protetora em 

humanos. Ainda há um entendimento insuficiente dessa complexa interação entre o 

hospedeiro humano e o parasito (Siddiqui et al., 2011). 

 Entretanto, algumas observações dão suporte à ideia de que uma efetiva vacina para 

este complexo parasito multicelular pode ser desenvolvida, entre elas:  

1: A imunização de camundongos com uma dose de cercária irradiada resultou em 50%-70% 

na redução da carga parasitária, sendo que esta redução pode ser aumentada para acima de 

80% caso sejam feitas duas ou três doses da imunização (Smythies et al., 1996); 

2: Em modelos de animais não permissivos, tais como ratos e macaco Reshus, por exemplo, a 

eliminação dos vermes está associada a ativação da resposta imune do hospedeiro (Cutts & 

Wilson, 1997; Wilson et al., 2008); 

3: A população humana submetida a exposições seguidas, como os habitantes das áreas 

endêmicas, invariavelmente, desenvolve algum grau de proteção natural contra o parasito 

(Hagan  et al., 1991; Hagan et al., 1992). 

Assim, o desenvolvimento de uma vacina que limita a penetração de cercárias ou a 

maturação em vermes adultos, que seja capaz de reduzir o número de ovos, de controlar a 

patologia, e, consequentemente a morbidade da doença, é de extrema importância. Mais de 

100 antígenos candidatos à vacina já foram identificados, devido principalmente, ao avanço 

do entendimento da imunidade protetora do hospedeiro, além de uma melhor compreensão da 

biologia do parasito possibilitada pelos estudos de transcriptoma, genoma e proteoma. Mais 

de um quarto dos mesmos tem mostrado algum nível de proteção em modelo murino 

(Siddiqui, 2011). A tabela 1 apresenta alguns dos candidatos à vacina incluindo o(s) estágio(s) 

de expressão durante o desenvolvimento do Schistosoma, nível de proteção e técnica utilizada 

para sua descoberta.  



 

 

42 

 

Tabela 1: Canditados vacinais para esquistossomose. 

Antígeno Estágio de expressão Nível de proteção Método de descoberta 

Sm TSP-2 * Esquistossômulo, vermes adultos 57% Busca de peptídeo sinal 

Sm14/SJ14/ FABP Todos os estágios > 40% Soro contra extrato de vermes adultos usado em 

screening de biblioteca de cDNA 

Sm28GST/Sh28GST/SJ28GST * Todos os estágios 30-50% Soro contra extrato de vermes adultos usado em 

screening de biblioteca de cDNA 

Sm TSP 1 Esquistossômulos, vermes adultos 34% Busca de peptídeo sinal 

Sm 23 Todos os estágios 30-50% Anticorpo monoclonal contra extrato de 

esquistossômulos usados em screening de 

biblioteca de cDNA 

Sm 21.7 * Esquistossômulos, vermes adultos 41-70% Não determinado  

Sm 28-TPI Todos os estágios 70% Anticorpo monoclonal contra extrato de 

esquistossômulos, peptídeo sequencia 

Sm-p80 Tegumento verme adulto, esquistossômulos 39% (administrada sozinha) ou 57% quando 

administrada com IL-12. 

Soro contra extrato de vermes adultos usado em 

screening de biblioteca de cDNA 

Sm29 * Esquistossômulos, vermes adultos 51% InterProScan; BLAST; SignalIP 3.0; Signal IP 

neural; WolfpSORT, SOSUI, Compute pI/Mw 

tool, vacinologia reversa. 

Cu/Zn superoxide dismutase * Vermes adultos 44-60% Não determinado 

ECL (200 kDa protein) * Vermes adultos 38.1 % Não determinado  

Sm22.6 * 

Ciclofilina (Cyp) *                           

Esquistossômulos, vermes adultos 

Todos os estágios                            

34.5% 

17.2% 

Screening de biblioteca de cDNA 

Screening de biblioteca de cDNA 

* antígenos do tegumento do Schistosoma mansoni 
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Uma subfamília de proteínas que são localizadas predominante no tegumento externo 

do S. mansoni são as tetraspaninas, que possuem quatro domínios transmembrana expressos 

na superfície de células eucarióticas incluindo células T e B (Levy & Shohan, 2005) e são 

promissoras como candidatas a vacinas. Uma dessas tetraspaninas, a Sm23, expressa no 

tegumento do S. mansoni (Reynolds et al., 1992) é uma das candidatas à vacina selecionada 

pela WHO para compor uma vacina de subunidade contra a esquistossomose.  A Sm23 é a 

mais eficiente quando apresentada na forma de DNA e não confere proteção na forma de 

proteína recombinante quando formulada com alum (Da’Dara et al., 2006). Mais 

recentemente, o rastreamento de peptídeo sinal em células de mamíferos foi usado como 

estratégia para a identificação de duas novas tetraspaninas de S. mansoni: SmTSP1 e SmTSP2 

também expressas no tegumento do S. mansoni (Tran et al., 2006). A TPS2 em particular, 

induz altos níveis de proteção quando usada como vacina recombinante em modelo murino, e 

ambas as proteínas são reconhecidas por IgG1 e IgG3 de indivíduos resistentes a Infecção 

pelo S. mansoni, mas não pelo soro de indivíduos cronicamente Infectados (Tran MH et al., 

2006). 

A literatura sobre as tetraspaninas de mamíferos sugere que tais proteínas têm um 

importante papel na formação de uma rede estrutural para manutenção da integridade da 

membrana do tegumento do parasito (Levy & Shohan, 2005). Uma vez que foram descritas 

proteínas do hospedeiro na superfície do parasito, alternativamente, as tetraspaninas poderiam 

funcionar como receptores para moléculas do hospedeiro (Tran et al., 2006). Em um trabalho 

realizado por Tran e colaboradores (2010), que utilizou a técnica de RNA de interferência 

para explorar os papéis da SmTSP-1 e TSP-2 em esquistossômulos e vermes adultos foram 

observadas mal-formação do tegumento dos vermes adultos quando realizado experimento de 

cultura in vitro. Além disso, o silenciamento de TSP-1 e TSP2 em esquistossômulos os quais 

foram, posteriormente, injetados via intramuscular em camundongos, resultou na diminuição 

de até 90% na maturação das larvas em vermes adultos comparado ao grupo controle. Tal 

trabalho destaca a importância das tetraspaninas na biogêneso do tegumento. 

Recentemente uma nova proteína do tegumento selecionada a partir de uma biblioteca 

de cDNA de verme adulto de S. mansoni foi identificada por Cardoso e colaboradores (2006) 

e denominada Sm29. A reatividade de soros de indivíduos de áreas endêmicas para a 
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esquistossomose à Sm29 recombinante foi avaliada. Anticorpos IgG1 e IgG3 anti-Sm29r 

foram os isotipos predominantemente identificados no soro de indivíduos naturalmente 

resistentes à infecção e reinfecção (Cardoso et al., 2006).  

 Entre as proteínas que estão em fase de testes clínicos encontram-se a Sm14 e 

Sm28/Sh28 GST. A Sm14 é uma proteína de 14 kDa do S. mansoni pertencente à família de 

proteínas ligadoras de ácido graxos que foi identificada em uma biblioteca de cDNA de verme 

adulto do S. mansoni por soro de camundongos imunizados com extrato salino de vermes 

adultos (SE) (Moser et al., 1991). Esta proteína é expressa em todos os estágios do parasito 

presentes no hospedeiro vertebrado (Brito et al., 2002). A forma recombinante desta proteína 

foi utilizada com sucesso em protocolos de imunização no modelo murino, sendo capaz de 

induzir uma redução parcial no número de vermes adultos variando de acordo com o 

adjuvante utilizado, porém, sem nenhum efeito sobre a área do granuloma hepático (Tendler 

et al., 1996; Ribeiro et al., 2002; Fonseca et al., 2004).Recentemente, a utilização da Sm14 

como antígeno vacinal foi aprovada em testes clínicos de fase 1, em voluntários humanos, 

pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) e patenteado pelo Instituto 

Oswaldo Cruz (IOC-Fiocruz). Como tem potencial multivalente, a vacina já mostrou ser 

eficaz para fasciolose. A proteína foi construída de forma recombinante e escalonada 

mantendo sua capacidade de produção em volume industrial comprovada chegando-se a 

produção do chamado lote semente da vacina para testes clínicos aprovado pela ANVISA 

(Comunicação/ Instituto Oswaldo Cruz - www.fiocruz.br/ioc).  

A Sm28 ou Glutationa S-transferase (GST) é uma enzima que exerce um importante 

papel na detoxificação de xenobióticos e funciona como uma proteína ligadora intracelular, 

ligando-se a uma série de anti-helminticos, protegendo o parasito do ataque das células 

imunes do hospedeiro (Mannervik et al., 1985; Brophy & Barret, 1990). A Sm28 foi a 

princípio isolada de vermes adultos do S. mansoni, mas é expressa também na superfície de 

esquistossômulos, além de ser secretada pelo miracídio dentro do ovo (Balloul et al., 1987; 

Porchet et al., 1994). A Sm28 demonstrou ser eficiente quando utilizada em protocolos de 

imunização, reduzindo a carga parasitária, a fecundidade da fêmea e a viabilidade do ovo do 

parasito (Balloul et al., 1987; Boulanger et al., 1991). A forma nativa da Sm28 é capaz de 

induzir uma redução de 70% na carga parasitária de camundongos e ratos, e a resposta a esta 
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proteína em ratos está associada a uma grande produção de IgG2a, capaz de induzir 

citotoxicidade in vitro mediada por eosinófilos (Balloul et al., 1987). No modelo murino, a 

imunidade protetora induzida pela Sm28 envolve um mecanismo celular no qual a produção 

de citocinas como o IFN-, o TNF- e a IL-6 estão envolvidas nos mecanismos citotóxicos 

contra o esquistossômulo (Damonneville et al., 1988; Pancre et al., 1990). O efeito anti-

fecundidade da Sm28 parece estar associado à indução de anticorpos capazes de inibir a 

atividade enzimática da proteína (Xu et al., 1991). Estudos pré-clínicos tem sido realizados 

utilizando a Sm28 proveniente de Schistosoma haematobium. A forma recombinante da 

proteína (rSh28GST) foi produzida em leveduras sob boas condições de fabricação.O 

principal objetivo dos primeiros passos dos ensaios clínicos foi avaliar a segurança de tal 

proteína em voluntários adultos saudáveis, crianças saudáveis e adultos e crianças 

previamente infectados com Schistosoma. Resultados semelhantes de citotoxidade em ratos e 

coelhos foram apresentados: nenhuma reação local ou sistêmica foi observada bem como 

nenhuma reação cruzada com GST de ratos e humanos (Capron et al., 2005). 

 ECL ou Sm200 é uma proteína ancorada por GPI (glicosilfosfatidilinositol) e tem sido 

associada com a eficácia do praziquantel, uma vez que os anticorpos contra a mesma podem 

restaurar a eficácia da droga em camundongos nocautes para células B (Sauma & Strand, 

1990; Brindley et al., 1989).Em camundongos, a vacina de DNA da Sm200 elicitou uma 

proteção de 38,1%, além disso, a imunização de camundongos com proteínas ancoradas por 

GPI provenientes do tegumento resultou em uma redução de 43% da carga parasitária 

(Nascimento et al., 2007; Martins et al., 2012). 

A Sm 21.7 é uma proteína do tegumento e foi isolada utilizando biblioteca de cDNA 

de vermes da cepa egípcia de Schistosoma mansoni presentes no fígado. Utilizou-se a técnica 

de “immunoscreening” com soro de coelhos infectados para a identificação. A proteína 

Sm21.7 foi testada como vacina recombinante e vacina de DNA. A imunização de 

camundongos utilizando a proteína recombinante rSm21.7 resultou em uma diminuição de 

41% - 70% da carga parasitária, enquanto a vacinação utilizando o DNA reduziu em 41,5% 

(Ahmed & Romeiih, 2001; Romeih et al., 2008). 
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 A expressão da enzima antioxidante Cu/Zn superóxido dismutase é regulada durante o 

desenvolvimento do parasito. Os maiores níveis de expressão foram encontrados no estágio de 

verme adulto, sugerindo que as enzimas antioxidantes são importantes na evasão imune dos 

vermes adultos (Mei H & Lo Verde, 1997). Além disso, ensaios utilizando RNAi 

demonstraram que a diminuição da expressão dessas enzimas, resultou numa dramática 

diminuição da sobrevivência do esporocisto (Mourão et al., 2012). Camundongos imunizados 

com a enzima antoxidante Cu/Zn superóxido dismutase na forma de vacina de DNA 

apresentaram redução de 44-60% na carga parasitária (Shalaby et al., 2003). 

 A Smp80 ou Calpaina é expressa no tegumento dos vermes adultos, mais 

especificamente na membrana interna do tegumento (Braschi & Wilson, 2006) e está 

envolvida com a renovação da membrana (Siddiqui et al., 1993). Essa proteína tem sido 

reportada como alvo de linfócitos TCD4+, induzindo morte de esquistossômulos, in vitro, por 

macrófagos peritoneais (Jankovic et al., 1996). Subsequentes esforços para aumentar a 

eficácia da vacina têm sido feitos com foco na construção de vacina de DNA para 

camundongos e babuínos (Siddiqui et al., 2003). Em um experimento com camundongos, a 

utilização da Sm-p80 na forma de DNA induziu uma redução de 59% da carga parasitária 

além de uma diminuição de 84% na produção de ovos (Ahmad et al., 2009). Em baboons, a 

vacina de DNA induziu uma redução de 38% da carga parasitária e 32% de diminuição do 

número de ovos (Ahmada et al., 2009). Além disso, a transferência passiva de soro de 

babuínos previamente imunizado com Sm-p80 conferiu uma diminuição da carga parasitária 

de 31-45%nos animais receptores do soro (Torben et al., 2011). 

As ciclofilinas (Cyps) são proteínas extremamente conservadas da família das 

ubiquinonas. Conhecidas por possuir o domínio peptidil-prolil cis-trans isomerases (PPIase) é 

alvo da droga imunosupressora ciclosporina A (Galat et al., 1993; Walsh et al., 1992). 

Estudos sugerem que a ciclosporina A é uma importante droga anti-parasitária. No caso da 

esquistossomose, a ciclosporina A é capaz de reduzir a carga parasitária, fecundidade da 

fêmea e a atividade de hemoglobinase (Bueding et al., 1981). Uma vez que as ciclofilinas são 

capazes de se ligar às ciclosporina, as ciclofilinas possuem importante papel nos efeitos 

danosos ao Schistosoma provocado pela ciclosporina. Imunizações de camundongos 

utilizando ciclofilina recombinante de Schistosoma japonicum (rSJCyPA) resultou em uma 
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diminuição estatísticamente significativa da carga parasitária (17,2%) e em 52,7% na redução 

de ovos presos no fígado (Hongxiao et al., 2012). 

Como apresentado na tabela 1, vários níveis de proteção foram observados em 

modelos animais após utilização de diferentes formulações vacinais. Entretanto, ainda não se 

conseguiu alcançar o elevado nível de proteção obtido com os modelos de parasitos atenuados 

pela radiação. Assim, novos candidatos e formulações vacinais ainda precisam ser 

descobertos. 

1.7 Tegumento do Schistosoma mansoni como alvo vacinal 

Muitos estudos têm revelado que o tegumento do Schistosoma mansoni possui papel 

fundamental na relação parasito-hospedeiro (Fonseca et al., 2012; Abath & Werkhauser, 

1996; Han et al., 2009). A cercária é revestida por um tegumento sincicial com uma região 

citoplasmática anucleada, diretamente subjacente à membrana superficial contínua, com 

corpos celulares situados mais profundamente no parênquima. Uma membrana plasmática 

trilaminada sob uma membrana basal também trilaminada formam a superfície externa do 

tegumento, que é coberta por numerosas fibrilas (glicocálice). O glicocálice é uma molécula 

complexa formada por oligossacarídeos que atuam, entre outras funções, protegendo a 

permeabilidade da cercária (Dorsey, 2002). 

A transformação de cercárias para esquistossômulos é representada por eliminação 

progressiva do glicocálice, esvaziamento das glândulas secretoras e reorganização do 

tegumento, com acúmulo de uma proteína transportadora de glicose (SGTP4) na rede de 

cítons (corpos membranosos) subtegumentares (Skelly & Shoemaker, 2000). Uma 

consequência da ausência do glicocálice é o aumento da permeabilidade do esquistossômulo à 

água. 

A partir da penetração no hospedeiro vertebrado, o tegumento se torna especializado 

na absorção e secreção e representa o principal sítio das ações imunológicas do hospedeiro 

(Joneset al., 2004). Os estudos ultraestruturais dos esquistossômulos recuperados 30 minutos 

após a passagem pela pele ou mantidos in vitro ainda apresentam membrana externa 

trilaminada, porém menos espessa. As células subtegumentares contêm pequenos corpos 
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laminares que são transportados para o tegumento por conexões citoplasmáticas. Nos 

espécimes com 60 minutos, os corpos membranosos se fundem para formar grandes vacúolos 

com a membrana externa heptalaminada. Com três horas, a maior parte da membrana externa 

é heptalaminada e o tegumento contém grandes vacúolos, corpos alongados e pequenos 

corpos membranosos. No esquistossômulo de 24 horas, a principal modificação é a formação 

de pregas e cavidades na superfície (Mc Laren, 1980; Hockley, 1973). A transição do 

esquistossômulo pulmonar para o sistema hepático envolve significativas mudanças na 

topografia da superfície do parasito, além de mudanças fisiológicas. Os esquistossômulos 

apresentam superfície estriada e pregueada, sem evidências de depressões como nas formas 

pulmonares. O tegumento tem uma espessura de cerca de 2 µm, sem diferenças entre as 

formas com duas ou três semanas de idades (Mc Laren, 1980). 

O tegumento do verme adulto consiste em um sincício citoplasmático (Mc Laren, 

1980, Mc Laren, 1977). O tegumento é ligado na sua superfície basal por uma membrana 

plasmática convencional invaginada e possui em sua superfície apical uma aparência 

heptalaminada pouco usual. Esta última estrutura foi interpretada como sendo uma membrana 

plasmática normal, sobreposta por uma bicamada secretada denominada membranocálice, por 

analogia com glicocálice das células eucariotas (Braschi & Wilson, 2006). Corpos celulares 

nucleados estão situados abaixo das camadas musculares, conectados ao tegumento por canais 

citoplasmáticos alinhados a microtúbulos. A maquinaria de síntese protéica, constituída por 

ribossomos, retículo endoplasmático e pelo Complexo de Golgi está situada nos corpos 

celulares. Duas formas de inclusões secretórias, corpos discóides e vesículas multilaminadas, 

são produzidos nos corpos celulares e se direcionam ao tegumento através das conexões 

citoplasmáticas. Espículas, pequenas mitocôndrias e uma variedade de outras inclusões estão 

presentes no citoplasma do tegumento (Fig. 7) (Wilson & Barnes, 1974). 
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Figura 7. Representação do tegumento do Schistosoma mansoni com antígenos do 

parasito identificados por estudos proteômicos. (Braschi & Wilson, 2006) 

Os mecanismos de evasão como mimetismo antigênico, modificações da membrana, 

produção de moléculas imunomodulatórias e modulação da expressão de antígenos de 

superfície contribuem para a sobrevivência do parasito no hospedeiro. Por esta razão, os 

componentes do tegumento são importantes alvos de vacinação. Na tabela 1 os antígenos do 

tegumento estão representados por um asterisco.  

Estudos revelam que o estágio mais susceptível à resposta do sistema imune é o 

esquistossômulo. Além dos antígenos do tegumento de vermes adultos, o tegumento do 

esquistossômulo é um alvo importante, já que esse estágio é o primeiro que interage com o 

sistema imune do hospedeiro ativando as células apresentadoras de antígenos e promovendo a 

ativação e diferenciação de linfócitos B e T (Teixeira de Melo et al., 2010). Em experimento 

realizado por Durães e colaboradores (2009) foi demonstrado que o tegumento do 

esquistossômulo do Schistosoma mansoni (Smteg) foi capaz de ativar as células dendríticas a 

expressar marcadores de ativação CD80 e CD86, além disso, aumentou de forma significativa 

a produção de citocinas inflamatórias tais como IL-12 e IFN-γ. Ao se utilizar o Smteg como 
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antígeno vacinal acrescentado de adjuvantes, o mesmo foi capaz de reduzir de forma 

significativa a carga parasitária em 43-48% quando administrado com adjuvante de Freund 

(Teixeira de Melo, 2010) e reduzir de forma significativa a carga parasitária em 43,1% 

quando administrado com CpG-ODN (Teixeira de Melo 2012). Essa resposta protetora está 

associada a um perfil de resposta imunológica Th1 com o aumento da produção de anticorpos 

específicos. Estudos demonstram que os anticorpos estão associados à eliminação do 

Schistosoma pelo hospedeiro (Torben et al., 2011; Dunne et al., 1993). Melo et al. e 

colaboradores (2014) demonstraram que os anticorpos específicos contra o tegumento do 

esquistossômulo do Schistosoma mansoni (Smteg) foram capazes de se ligar à superfície do 

parasito aumentando consideravelmente a morte dos esquistossômulos pela ativação do 

complemento. Além disso, nos camundongos que receberam o soro por transferência passiva, 

houve diminuição estatisticamente significativa da carga parasitária e do número de ovos 

presos no intestino e fígado.  

1.8 Adjuvantes 

Adjuvantes são moléculas, componentes ou macromoléculas complexas que 

aumentam a potência e a longevidade de uma resposta imune específica a um antígeno (Wack 

& Rappuoli, 2005). A adição de adjuvantes às formulações vacinais aumenta, sustenta e 

direciona a resposta imunológica reduzindo, assim, a quantidade de antígeno ou o número de 

imunizações necessárias (Kenney et al., 2004). Adjuvantes possuem eficácia dependente de 

uma formulação apropriada. Contudo, tanto os componentes quanto a formulação do 

adjuvante (ex: óleo e água, tamanho da partícula, etc) são cruciais para o aumento da 

eficiência de uma vacina (Reed et al., 2009). 

Adjuvantes podem promover uma resposta imune através do recrutamento de células 

apresentadoras de antígenos (APCs) ao local de vacinação liberando os antígenos para as 

mesmas as quais, ativadas, além de apresentarem o antígeno, produzem citocinas o que 

promove a ativação de células T (Mckee et al., 2010). Os adjuvantes podem induzir 

inflamação local aumentando o contato do antígeno com células adicionais que são atraídas 

para o local da inoculação, além de promover a liberação lenta de antígeno, prolongando 

assim sua interação com as células apresentadoras de antígeno (Rush & Flaminio, 2000). 
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Além disso, podem induzir imunidade de mucosas e aumentar a resposta imunológica em 

indivíduos imunologicamente imaturos ou senis (Singh et al., 1999). O início da resposta 

imune é controlado pelas células da imunidade inata juntamente com um grande grupo de 

receptores intra e extracelulares chamados receptotes de reconhecimento padrão. A melhor 

classe descrita de tais receptores são os denominados Tolls (TLR) responsáveis pelo 

reconhecimento de várias vias de padrões de reconhecimento de patógenos (PAMPs) 

expressas por um amplo espectro de agentes infecciosos, adicionalmente existem outros 

receptores tais como NOD- Like (NLRs que estão relacionados à estímulos microbianos e 

NALP3, um membro da família NLR e que está relacionado à formação de IFNlamossomas 

que regula a liberação de citocinas pró-IFNlamatórias tais como IL-1b, IL-18 e IL-33 

(Sutterwala et al., 2006; Rimaniol et al., 2004; Li et al., 2007). Avanços nos estudos do 

sistema imune inato têm revelado que muitos adjuvantes agem através de receptores tais como 

Toll-Like, NOD-Like, RIG-I-Like, C-Type Lectinas ativando as células dendríticas a 

apresentarem os antígenos para as células T (Kim et al., 2011; Van Duim et al., 2006). 

O hidróxido de alumínio (Alum) tem sido comumente utilizado como adjuvante 

apesar de sua forma de ação só agora estar sendo esclarecida (Marrack et al., 1996; Spreacific 

et al., 2010; McKee et al., 2010). Dentre os adjuvantes, esta formulação tem sido utilizada em 

vários tipos de vacinas humanas como: tétano, difteria, hepatite B, dentre outras e vacinas 

veterinárias como: vacinas para febre efêmera, Haemophilus e encefalite japonesa. Muitos 

estudos têm evidenciado a neurotoxicidade de compostos de alumínio e relacionam os 

mesmos às doenças como Alzheimer e encefalopatias (Goto et al., 1993). Este adjuvante 

induz o aumento na migração macrofágica e neutrofílica para o sítio de inoculação, o que 

pode explicar o eritema, nódulos subcutâneos, hipersensibilidade de contato e Inflamação 

granulomatosa, efeitos colaterais, associados ao uso do hidróxido de alumínio.  Estudos 

revelam que, o Alum direciona a resposta imunológica para um perfil Th2. Em relação à 

resposta humoral, o Alum induz uma maior produção de IgG1 e IgE. (El-Ridi et al., 2009; 

Mosmann & Sad, 1996). 

O MF59 é um adjuvante licenciado para humanos desde 2000 na Europa. Este foi o 

primeiro adjuvante a ser utilizado em uso humano depois do Alum. O MF59 é uma emulsão 

de óleo em água contendo esqualeno, Tween-80 e outros componentes. Embora os 
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mecanismos de ação exatos desse adjuvante não sejam conhecidos, parece que ele atua na 

ativação de células apresentadoras de antígenos. Extensos dados clínicos demonstram que o 

MF59 aumenta fortemente a resposta imunológica induzida pela vacina contra a gripe em 

indivíduos idosos (OMS, 2001). 

Monofosfolipídeo A (MPL), derivado do LPS de salmonela, é um promissor 

adjuvante estimulante de uma resposta imunológica tipo Th1. MPL é formulado como uma 

emulsão estável para injeção chamada MPL-SE, capaz de interagir com o TLR-4 (OMS, 

2001). O MPL foi aprovado para o uso na vacina contra o papilomavírus juntamente com o 

Alum (Mckee et al., 2010). 

O adjuvante completo de Freund (CFA) é uma suspensão de componentes da parede 

celular deMycobacterium tuberculosis em óleo mineral e um agente emulsionante. É 

preparado de acordo com a técnica de Freund que utiliza M. tuberculosis H37 Ra ao invés de 

M. butyricum. O adjuvante incompleto de Freund (IFA) é similar ao adjuvante completo, sem 

a adição do M. tuberculosis (Billiau & Matthys, 2001). A adição de micobactéria a este 

adjuvante provoca o aumento da resposta imune aos antígenos, particularmente aos antígenos 

solúveis. Um componente essencial desta resposta é a reação inflamatória intensa no local de 

deposição do antígeno resultando em um IFNluxo de leucócitos e sua interação com o 

antígeno. O CFA pode resultar em reações granulomatosas no local da injeção quando usado 

de forma abusiva e também pode causar efeitos colaterais, como inflamação crônica, 

ulceração da pele, abscesso local, febre e dor (Broderson et al., 1989). A administração de 

CFA/ IFA como adjuvante associada a vários antígeno do S. mansoni induz uma resposta 

protetora contra a esquistossomose com perfil Th1 associada com alta produção de citocinas 

IFNlamatórias como IFN-gama e TNF-alfa, bem como de anticorpos do isotipo IgG e IgG2c 

(Cardoso, et al., 2008, Fonseca et al., 2004, Pacífico et al., 2006b; Teixeira de Melo et al., 

2010). Entretanto, pelo seu exacerbado efeito inflamatório, o adjuvante de Freund não é 

licenciado para utilização em humanos (Chu et al., 1997). 

Recentes descobertas demonstraram que certas preparações de DNA possuem efeito 

na produção de citocinas pelas células do sistema imune. In vitro, DNA bacteriano induz a 

expressão de IL-12 e TNF-α por macrófagos que não são induzidas por DNA de mamíferos 
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(Chace et al., 1997; Stacey et al., 1996). Além disso, o DNA bacteriano induz a ativação de 

células NK com expressiva produção de IFN-γ, esta produção é dirigida pela IL-12 

anteriormente produzida por macrófagos em resposta ao DNA bacteriano (Chace et al., 1997; 

Halperet al., 1996, Yamamoto et al., 1992; Ballas et al., 1996). A fim de definir os 

componentes do DNA bacteriano que possuem efeito imunomodulatório, um painel de 

Oligodeoxinucleotídeos (ODN) sintéticos foi usado para a posterior identificação das 

sequências de pares de seis bases específicas as quais conferiam esta atividade (Krieg et al., 

1995). Estas sequênciaschamadas de motivos de CpG, contendo um dinucleotídeo central não 

metilado preferenciamente flanqueado por 5`purinas e 3`pirimidinas. Os dinucleotídeos CpG 

estão presentes no DNA bacteriano na proporção 1/16 bases, estando presente em uma 

proporção 3 a 4 vezes menor em DNA de mamíferos, fenômeno conhecido como supressão de 

CpG (Bird et al., 1986). Além disso, a citosina do CpG de mamíferos é altamente metilada, 

sendo que essa metilação não é encontrada no DNA bacteriano (Bird et al., 1986). 

Ao se utilizar CpG-ODN em cultura de esplenócitos, observou-se um perfil de 

resposta Th1 associada à produção de citocinas IFN-γ e IL-12 e nenhuma produção de IL-4, 

IL-5 e IL-10. Isto sugere que a administração de CpG-ODN, in vivo, induz uma resposta 

imune do tipo Th1. Adicionalmente, vacina com DNA plasmidiano bacteriano, o qual 

continha motivos de CpG, levou a ativação de células CD4+  IFN-γ+, mas não IL-4+ ou IL-

5+ (Sato et al., 1996; Raz et al. 1996).  Devido a atividade imunoestimulatória do CpG-ODN 

envolvendo receptores do tipo Toll, mais especificamente o TLR-9, o mesmo vem sendo 

utilizado como adjuvante em formulações vacinais (Kim et al., 2011).Uma vez observado este 

perfil de resposta imune Th1 induzido pelo CpG-ODN, este composto vem sendo utilizado 

em vacinas para patógenos intracelulares (Krieg et al., 1998) bem como para testes de vacinas 

contra o Schistosoma mansoni, uma vez que é bem demonstrado pela literatura que o perfil 

Th1 é protetor levando a redução da carga parasitária em modelo murino (Teixeira de Melo et 

al., 2012; Sparwasser et al., 1998, Yamamoto et al., 1992) 
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2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral 

Determinar o perfil imunológico e mecanismos protetores induzido pela imunização 

com uma preparação antigênica do tegumento do esquistossômulo do Schistosoma mansoni 

(Smteg) em um antígeno recombinante identificado nesta preparação. 

2.2 Objetivos específicos 

1.  Identificar padrões imunológicos associados à redução da carga parasitária induzida pela 

imunização com antígenos do tegumento de esquistossômulo do S. mansoni, através da 

avaliação da resposta protetora induzida pelo Smteg na presença de diferentes formulações 

adjuvantes.  

2.  Avaliar o papel dos anticorpos específicos contra os antígenos do Smteg na eliminação do 

parasito por ensaios de citotoxicidade in vitro e transferência de anticorpos in vivo. 

3.  Identificar antígenos imunogênicos do tegumento de esquistossômulos do S. mansoni por 

Western-blotting bidimensional seguido por espectrometria de massas; 

4.  Avaliar a capacidade do antígeno SmCyp, identificado por imunoproteômica, de induzir 

imunidade protetora contra o S. mansoni em protocolo de imunização gênica em 

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

sistema porta, número de ovos nas fezes, fígado e intestino. 

5.  Avaliar o perfil de resposta imune humoral e celular induzida pelas imunizações através da 

detecção de anticorpos IgG, IgG1, IgG2c específicos, avaliação do perfil celular e  

quantificação de citocinas IFN-γ, IL-4, IL-10 e TNF-α, IL-6, IL-2e IL-17 no sobrenadante de 

cultura de esplenócitos e por marcação intracitoplasmática de linfócitos. 
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3  METODOLOGIA 

3.1 Obtenção de antígeno Smteg 

 O ciclo de vida da cepa LE (Belo Horizonte, Brasil) do S. mansoni tem sido mantido 

pela passagem em caramujos Biomphalaria glabrata, hamsters e camundongos Swiss ou 

Balb/c. As cercárias foram obtidas no moluscário do Centro de Pesquisa René Rachou e 

transformadas mecanicamente em esquistossômulos através da técnica descrita por Ramalho-

Pinto e colaboradores (1974). Resumidamente, as cercárias foram deixadas no gelo durante 30 

minutos, acondicionadas em tubos cônicos, para reduzir a sua movimentação. Em seguida, as 

mesmas foram centrifugadas a 1800 x g por 3 minutos. O “pellet” então foi ressuspendido em 

1mL de meio Earl´s salts plus lactoalbumin hydrolysate (ELAC) gelado. As caudas foram 

quebradas utilizando-se o vórtex na velocidade máxima (Genie 2- Scientific industries-USA) 

por um período de dois minutos. Posteriormente as caudas foram retiradas do meio através de 

repetidas lavagens com ELAC à 37°C restando, então, os esquistossômulos. Estes foram 

incubados por 90 minutos no banho-maria a 37º C. 

           Após a incubação, os esquistossômulos foram lavados com 5 mL de salina apirogênica 

e centrifugados a 200 x g por 1 minuto. Para a remoção do tegumento dos esquistossômulos 

(Smteg), foram acrescentados 2mL de CaCl20,3M, e as larvas foram agitadas no vórtex no 

canal 3 por um período de 7 minutos e centrifugados a 200 x g por 1 minuto por duas vezes. 

O sobrenadante, contendo o tegumento, foi coletado e posteriormente, centrifugado a 50000 x 

g durante uma hora a 4ºC. O pellet enriquecido com membranas foi submetido à diálise contra 

6 litros de salina 1,7% com duas trocas sendo que na última troca foi utilizada salina 0,9%. A 

concentração protéica foi determinada pelo método de Bradford (Bradford , 1976). 

3.2 Protocolo de imunização com diferentes formulações vacinais  

 Camundongos C57BL/6 fêmeas foram separados para a vacinação, sendo que os 

mesmos foram divididos em grupos de 10 camundongos cada. Um grupo controle da Infecção 

foi utilizado para avaliar a qualidade da Infecção, os grupos não vacinados inoculados apenas 

com salina sem adjuvante (Salina), ou Salina + alum (Salina+ alum) ou salina + alum + 50ug 

de CpG-ODN 1826 (Salina + alum + CpG-ODN).  Os grupos experimentais consistiram de 
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camundongos imunizados com 25µg Smteg diluído em salina na ausência de adjuvantes 

(Smteg), na presença de alum (Smteg + alum) ou na presença de alum + 50ug de CpG-ODN 

(Smteg + alum +CpG-ODN). As formulações vacinais estão representadas na tabela 2. 

Tabela 2: Grupos de camundongos imunizados com PBS e/ou Smteg na presença e na 

ausência de adjuvante 

 

 A imunização foi realizada por via subcutânea, em três doses com intervalos de 15 

dias entre elas. Trinta dias após a terceira dose, os camundongos foram Infectados com 100 

cercárias por via percutânea. Após 50 dias, os animais foram eutanasiados e perfundidos pela 

veia porta (Pellegrino & Siqueira, 1956). O fígado e o intestino de cada animal foram 

retirados para determinação do número de ovos do parasito. Amostras de sangue foram 

coletadas pelo plexo retro-orbital dos camundongos para obtenção do soro de 15 em 15 dias a 

partir de 15 dias após a primeira dose da vacina. A figura 8 abaixo ilustra o esquema de 

imunização (Figura 8). Foram realizados 3 ensaios de imunização independentes para cada 

formulação vacinal. 

 

 

 

Grupos Salina Smteg Alum CpG-ODN
Salina 200µL/cdg – – –
Smteg – 25µg/cdg – –

Salina + alum 100µL/cdg – 100µL/cdg –
Smteg + alum – 25µg/cdg 100µL/cdg –

Salina + alum + CpG-ODN 100µL/cdg – 100µL/cdg 50µg/cdg
Smteg + alum + CpG-ODN – 25µg/cdg 100µL/cdg 50µg/cdg

Controle da infeção – – – –
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Figura 8: Protocolo de imunização. A primeira dose da imunização foi realizada no dia 0, a 

segunda e a terceira doses foram realizadas com um intervalo de quinze dias. Trinta dias após 

a terceira dose, a Infecção percutânea foi realizada utilizando 100 cercárias da cepa LE por 

camundongo e, cinqüenta dias após a Infecção a perfusão do sistema porta hepático foi 

realizada. 

3.3 Protocolo de imunização gênica 

 Trinta camundongos C57BL/6 fêmeas foram separados para a vacinação, sendo que os 

mesmos foram divididos em três grupos de 10 camundongos cada. Um grupo controle da 

Infecção, outro inoculado com plasmídeo pcDNA 3.1V5/HIS.A vazio, e um grupo vacinado 

com o pcDNA3.1.V5/HIS.A contendo o inserto do gene SmCyp. Cinco dias antes da primeira 

dose da vacinação aplicou-se 100µL/camundongo de cadiotoxina 1X (0,06mg/mL), sendo 

50µL no músculo da coxa de cada pata traseira do animal. O protocolo de imunização gênica 

consistiu de 4 doses de 100µg de DNA/camundongo por via intramuscular, sendo 50 µg no 

músculo da coxa de cada perna, com intervalo de 15 dias entre as doses. Quinze dias após a 

quarta dose, os camundongos foram Infectados com 100 cercárias por via percutânea. 

Cinquenta dias após a Infecção, os animais foram sacrificados e perfundidos pela veia porta 

(Pellegrino & Siqueira, 1956). Fragmentos do fígado foram retirados para análise 

histopatológica, fígado e intestino foram retirados para contagem do número de ovos. 

Amostras de sangue foram coletadas pelo plexo retro-orbital dos camundongos para obtenção 

do soro de 15 em 15 dias a partir de 15 dias após a primeira dose da vacina. A figura 09 

abaixo ilustra o esquema de imunização. 
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Figura 09: Protocolo de imunização gênica. Realizou-se a injeção de cardiotoxina cinco 

dias antes da primeira dose de imunização. A primeira dose da imunização foi realizada no 

dia 5, no qual camundongos foram imunizados com DNA 100μg contendo o inserto ou 

plasmídeo vazio. A segunda, a terceira e a quarta doses foram realizadas com um intervalo de 

quinze dias utilizando as mesmas formulações anteriores. Quinze dias após a quarta dose, a 

Infecção percutânea foi realizada utilizando 100 cercárias da cepa LE por camundongo e, 

cinqüenta dias após a Infecção foi realizada a perfusão do sistema porta hepático. 

3.4 Dosagens de anticorpos 

 Análise de anticorpos específicos IgG, IgG1, IgG2c foi realizada pelo método de 

ELISA. Placas de microensaio de 96 poços (Nunc) foram sensibilizadas com 1 µg/mL de 

Smteg ou 1µg/mL de peptídeo sintético (imunização gênica) em tampão carbonato-

bicarbonato, pH 9.6 por 12 a 16 horas à 4ºC. As placas foram então bloqueadas por 20 horas à 

4ºC com 300µL por poço de PBST20 (phosphate-buffered saline e0,05% de Tween 20) 

acrescentado a 10% de SFB (soro fetal bovino). Cem microlitros de soros diluídos em PBST20 

nas seguintes concentrações: 1:100 (para IgG e IgG1) e 1:200 (para IgG2c) e 1:50 (para IgG-

imunização gênica),foram adicionados por poço em duplicata nas placas e incubados por 1 

hora à temperatura ambiente. Cem microlitros por poço de anti-IgG (Southern Biotech), anti-

IgG1 (Southern Biotech),anti-IgG2c (Southern Biotech) conjugados à peroxidase foram 
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diluídos em PBST20, respectivamente, a 1: 5000, 1:20000, 1:4000, 1:10000 (anti-IgG 

Imunização Gênica) e adicionados à placa. A reação de cor foi desencadeada pela adição de 

100µL/ poço do substrato (TMB- Tetramethylbenzidine) e parada com 50µL/ poço de 5% de 

ácido sulfúrico. As placas foram lidas a 450 nm em um leitor de microplacas. 

3.5 Exame Parasitológico HPJ (Hoffman, Pons e Janner) 

 Três amostras de fezes frescas colhidas nos dias 48, 49 e 50 após a Infecção (0,5g de 

fezes por grupo) foram colocadas em um cálice contendo água desclorada e formol 10%. As 

fezes foram trituradas com o auxílio de um bastonete de alumínio e filtradas em uma gaze 

dobrada 4 vezes. A suspensão de fezes foi deixada no cálice com água desclorada e formol 

10% por uma hora para sedimentação espontânea dos ovos. Após este período, o sobrenadante 

foi descartado e uma nova etapa de sedimentação espontânea foi realizada. Todo o sedimento 

contendo os ovos foi avaliado em microscópio de luz para determinação do número de ovos 

por grama de fezes. 

3.6 Recuperação de vermes adultos 

 Camundongos C57BL/6 foram desafiados 30 dias após a terceira imunização para as 

formulações vacinais contendo salina/Smteg/CpG-ODN e 15 dias após a quarta imunização 

com DNApela exposição percutânea da pele do abdômen com 100 cercárias da cepa LE.  

Cinqüenta dias após o desafio, vermes adultos foram recuperados do sistema porta-hepático 

por perfusão das veias mesentéricas (Pellegrino & Siqueira, 1956). Os níveis de proteção 

foram calculados comparando o número de vermes recuperados no grupo imunizado com o 

grupo não imunizado, através da seguinte fórmula: 

NP= CRGNI – CRGI x 100 

               CRGNI 

Onde: NP: nível de proteção;CRGNI: carga recuperada do grupo não imunizado e CRGI: 

carga recuperada do grupo imunizado 
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3.7 Oograma 

 Após a perfusão para recuperação dos vermes adultos, um fragmento do intestino (íleo 

terminal) de cada animal foi removido para análise dos estádios de desenvolvimento dos ovos. 

Esses fragmentos foram colocados entre lâmina de vidro e uma lamínula de plástico. A 

preparação foi pressionada em uma prensa de ferro. As lâminas então foram levadas ao 

microscópio a fim de se verificar a presença e determinar os estádios de desenvolvimento dos 

ovos em cada grupo. Os estádios foram divididos em: primeiro, segundo, terceiro e quarto 

estádios, ovos maduros e ovos mortos. 

3.8 Área e número de granulomas hepáticos 

 Seções do fígado de cada camundongo dos grupos controle e experimental foram 

coletados 50 dias após a Infecção para avaliar os efeitos da imunização na formação do 

granuloma. Esses fragmentos do fígado foram fixados em formol 10%. Cortes histológicos 

foram feitos com o auxílio de um micrótomo e corados com Hematoxilina e Eosina (HE). 

Imagens dos granulomas foram capturadas através de uma câmera acoplada em um 

microscópio e analisadas no software KS300 do Laboratório de Patologia do ICB -

UFMG.Para realizar as medidas da área dos granulomas, imagens de 100 granulomas/ grupo 

que se encontravam no estágio exudativo-produtivo e que continham apenas um ovo com 

miracídio vivo foram capturadas utilizando o microscópio na objetiva de 10X através da 

microcâmera JVC TK-1270/RGB. Utilizando um cursor digital, a circunferência total do 

granuloma foi delimitada e, posteriormente, analisada no software KS300. Os resultados 

foram expressos em µm2.Para determinar o número de granulomas por área, o número total de 

granulomas por lâmina foi contado em um microscópio na objetiva de 10X.  Todas as lâminas 

foram escaneadas e a área de corte foi determinada utilizando o software KS300. Os 

resultados foram expressos em ovos/mm2. 

3.9 Contagem do número de ovos do intestino e fígado  

 Durante a perfusão, o fígado e o intestino de cada camundongo foram retirados. Esses 

órgãos foram pesados, acondicionados em béqueres com KOH10% onde foram mantidos por 

cerca de 16 horas. Em seguida a solução foi incubada à 37º por 30 min a em banho-maria. Os 
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órgãos digeridos foram centrifugados por cinco minutos a 900 x g e o sobrenadante foi 

descartado. O sedimento foi ressuspendido com salina 0,85%. Esta etapa foi repetida por duas 

vezes. Depois da última centrifugação, o sedimento foi ressuspendido em 1mL de salina 

0,85% e o número de ovos presentes em uma amostra de 10 µL da solução foi contado em 

microscópio de luz. Foram realizadas 3 contagens para cada amostra. 

3.10 Avaliação da imunidade celular induzida pelas formulações vacinais 

 Camundongos (5 por grupo) foram submetidos aos protocolos de imunizações 

descritos anteriormente e uma semana após a última dose, os animais foram eutanasiados para 

retirada do baço. Este órgão foi macerado, as hemácias foram lisadas e os esplenócitos foram 

lavados com salina e ajustados para 1 X 106 células por poço. Para a análise de citocinas, os 

esplenócitos foram mantidos em cultura à 37ºC 5% CO2 em meio (RPMI); na presença de 

meio, mitógeno Concanavalina A (5µg/mL), Smteg (25µg/mL), SmCyp (94-108), SmCyp 

(107-121), estes dois últimos estímulos foram utilizados para cultura de esplenócitos 

provenientes de camundongos submetidos à imunização gênica. A detecção de citocinas no 

sobrenadante de de cultura foi realizada por ELISA sanduíche utilizando os Kits duoset (R&D 

system) ou Ready set GO (e-bioscience) ou por Cytometric Bead Array (CBA), utilizando o 

Kit anti-mouse Th1,Th2,Th17 (BD Bioscience, USA) conforme instruções do fabricante.  

Para dosagem de citocinas intracitoplasmáticas, 0,5 X 106 esplenócitos foram mantidos 

em cultura à 37ºC e 5% CO2 em meio (RPMI) na presença de mitógeno (ConA-5µg/mL) ou 

antígenos por 18 horas. A secreção de citocinas foi interrompida pela adição de brefeldina A 

(1µg/mL) à cultura nas 4 últimas horas de cultura. Após este período as células foram 

centrifugadas e os receptores Fc foram bloqueados pela adição de anticorpo anti-CD16/CD32 

de camundongo (BD-bioscience). As células foram então lavadas, centrifugadas a 387 x g por 

7 minutos e marcadas com anticorpo anti-CD4 de camundongo ou anti-CD8 de camundongo 

e seus controles de isotipo por 15 minutos à 4ºC. Após marcação de superfície, as células 

foram lavadas, fixadas com formaldeído a 2% por 30 minutos à temperatura ambiente e 

permeabilizadas com uma solução de saponina 0,5% por 10 minutos à temperatura ambiente. 

Após permeabilização da membrana plasmática, essas células foram marcadas com anticorpos 

monoclonais anti IFN-γ, anti IL-10 , anti-TNF-a e anti IL-4 (e seus controles de isotipo por 30 
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minutos à temperatura ambiente. Após serem novamente lavadas, as células foram fixadas e a 

aquisição dos dados (30000 eventos dentro do gate de linfócitos) foi realizada no citômetro 

FACSCalibur (Becton Dickinson, San José, CA).Os dados foram analisados usando o 

software FlowJo (Tree star, Ashland). 

 Para o ensaio de marcação ex vivo, células do baço provenientes de 4 

camundongos/grupo foram ajustadas para 5 X 105 células por poço. Antes da marcação, estas 

células foram bloqueadas com anti-mouse CD16/CD32 mAbs (Fc-Block, BD bioscience). As 

superfícies dessas células foram marcadas com os seguintes anticorpos monoclonais: anti-

CD4, anti-CD8, anti-CD19, anti-F4/80 , anti-CD86, anti- IaB, anti- CD25 e anti- CD69, , anti-

CD44 ,anti-CD62, anti-CD27 e seus respectivos controle de isotipo por 20 minutos a 4ºC. 

Após este tempo as células foram lavadas com PBS 0,15M, 0,5%BSA, 2mM NaNO3 e 

submetidas a incubação com uma solução de estreptavidina-Percp ou estreptavidina-APC-Cy7 

(e-bioscience) na diluição 1:200 a 4ºC por 20 minutos. As células foram, então, lavadas e 

fixadas com formaldeído. A aquisição dos dados foi obtida utilizando FACS Calibur (Becton 

Dickinson) ou LSR Fortessa (Becton Dickinson, San José, CA) para as análises referentes a 

cultura de células provenientes da imunização com DNA. Os dados foram analisados usando 

o software FlowJo (Tree star, Ashland). 

3.11 Detecção de anticorpos específicos na superfície de esquistossômulos 

Cercárias foram transformadas mecanicamente em esquistossômulos utilizando o meio 

de cultura Glasgow segundo a técnica de Ramalho Pinto e colaboradores (1974) com algumas 

modificações. Os esquistossômulos foram incubados por 90 minutos em banho maria à 37ºC 

para que ocorresse a transformação morfofisiológica. Após esse processo, os 

esquistossômulos foram acondicionados em tubos eppendorfs de 1,5mL e lavados com 

DMEM sem soro fetal bovino através da centrifugação a 1800 x g por 5 minutos, repetiu-se 

este procedimento por três vezes. Os esquistossômulos foram fixados em PBS + 1% de 

formaldeído por 1h à 4 ºC. Após este período os esquistossômulos foram lavados em PBS 

como descrito anteriormente por três vezes. Os esquistossômulos foram incubados em RPMI 

por 30 minutos, lavados e incubados em PBS + BSA 1% por 30 minutos, e novamente 

lavados e incubados com soro de camundongos inoculados com salina + CFA/IFA ou 
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imunizados Smteg + CFA/IFA conforme descrito em Teixeira de Melo (2010) na proporção 

de 1:100overnight sob agitação. Após este processo, os esquistossômulos foram lavados com 

PBS + BSA 1% por 3 vezes como descrito anteriormente, incubados com RPMI por 30 

minutos, lavados e incubados em PBS + BSA1% por 30 minutos. Incubou-se então os 

esquistossômulos com anti-soro secundário fluorescente (anti-IgG conjugado a FITC) 

(Sigma) por 2h a temperatura ambiente e na ausência de luz. Após este tempo os 

esquistossômulos foram lavados com PBS por centrifugação a 1800 x g por 5 minutos por 3 

vezes. Três lâminas foram montadas: esquistossômulos apenas fixados e lavados; 

esquistossômulos sem passar pelo anticorpo primário (soros de camundongos); 

esquistossômulos incubados com soros de camundongos e anticorpo secundário fluorescente 

utilizando do antifading mowiol para preservar a fluorescência. A ligação dos anticorpos aos 

esquistossômulos foi avaliada por microscopia de fluorescência. A intensidade média de 

fluorescência foi determinada por análise da imagem dos esquistossômulos pelo software 

ImageJ. 

3.12 Ensaio de citotoxicidade 

Cercárias foram transformadas mecanicamente em esquistossômulos utilizando o meio 

de cultura Glasgow conforme descrito no item 3.9. Cinquenta esquistossômulos/poço em 

100µL de meio de cultura Glasgow suplementado com 10% de soro fetal bovino foram 

plaqueados em placas de cultura de 96 poços de fundo chato. Foi acrescentado em cada poço: 

soro inativado de camundongos inoculados com salina + CFA/IFA, soro inativado de 

camundongos imunizados com Smteg + CFA/IFA na diluição1:10. A placa de cultura foi 

levada à estufa por 30 minutos à 37ºC–5%CO2. Após esse período, foi acrescentado em cada 

poço complemento (Guinea pig- Sigma) ativo ou inativado na diluição1:10, de forma que se 

tivesse todas as combinações possíveis para a análise do envolvimento do sistema do 

complemento na morte do esquistossômulos. Incubou-se esta placa por 16h em estufa à 37ºC–

5%CO2. Após este período, acrescentou-se 5 μL/poço das sondas fluorescentes acridine 

orange [0,3 mg/mL] (marcação de células viáveis) e brometo de etídio [1mg/mL] (marcação 

de células mortas). A placa foi mantida por 20 minutos em estufa à 37ºC, 5%CO2. Após este 

tempo, centrifugou-se a placa a 1800 x g por 5 minutos retirando metade do meio de cultura 

(50µL/poço) e acrescentando a mesma quantidade do meio Glasgow a 37ºC antes da próxima 
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centrifugação. Repetiu-se este procedimento por três vezes. A viabilidade dos 

esquistossômulos foi observada por microscopia de fluorescência através de três contagens de 

20 μL/poço. 

3.13 Transferência passiva de anticorpos 

Soro de camundongos inoculados com PBS + CFA/IFA ou Smteg + CFA/IFA 

conforme descrito por Teixeira de Melo e colaboradores (2010) foram coletados 30 dias após 

a última imunização e inativados para serem utilizados nos protocolos de transferência de 

anticorpos. Após a obtenção do soro, 45 camundongos C57BL/6 fêmeas foram utilizados no 

ensaio de transferência passiva de anticorpos, sendo que os mesmos foram divididos em três 

grupos de 15 camundongos cada. Um grupo controle da Infecção, um grupo que recebeu soro 

de camundongos inoculados com PBS CFA/IFA (grupo PBS) e um grupo que recebeu soro de 

camundongos imunizados com Smteg + CFA/IFA (grupo Smteg). Os camundongos 

receberam três doses de 200µL de soro por via intravenosa através da veia da cauda, sendo a 

primeira 8 dias antes da Infecção, a segunda 3 dias antes da Infecção e a terceira no mesmo 

dia em que foi realizada a Infecção percutânea desses animais com 100 

cercárias/camundongo. Quarenta e cinco dias após Infecção, os camundongos foram 

perfundidos (Pelegrino & Siqueira, 1956) para a recuperação de vermes e tiveram fígado e 

intestino coletados para a contagem do número de ovos (Figura 10). 
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Figura 10: Transferência passiva de anticorpos. Os camundongos dos grupos controle da 

Infecção, PBS e Smteg receberam três doses (200 microlitros) de soro por via intravenosa 

através da veia da cauda, sendo a primeira no dia -8, a segunda no dia -3 e a terceira no dia 0. 

Neste mesmo dia, foi realizada a Infecção percutânea desses animais com 100 

cercárias/camundongo e 45 dias após Infecção, os camundongos foram perfundidos 

(Pelegrino & Siqueira, 1956) para a recuperação de vermes. 

3.14 Eletroforese Bidimensional (2-DE) 

3.14.1 Primeira dimensão - Focalização Isoelétrica 

 Antes de realizar a separação das proteínas por eletroforese uni ou bidimensional, o 

extrato protéico bruto (Smteg) foi precipitado com acetona. Para isso, a cada 400μL da 

amostra (1,6μg/μL) foram adicionados 1,6mL de acetona (Merck) gelada, sendo esta solução 

mantida à -20ºC por cerca de 16 horas. Após este período, a amostra foi centrifugada por 15 

minutos à 4ºC, 16.000 x g. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido em 200 

µL de tampão de rehidratação IEF incompleto (Uréia 8M, Tiouréia 2M, CHAPS 4%).  

Após serem dosadas pelo método de Bradford, as proteínas do tegumento de 

esquistossômulos foram separadas, primeiramente, por eletroforese unidimensional para 
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avaliar a qualidade dos extratos obtidos. Para isso, 1, 3 e 5µg de proteínas foram submetidos à 

separação eletroforética em SDS-PAGE 12% e o gel foi corado por Nitrato de Prata.  

Os mesmos extratos protéicos foram utilizados para a separação das proteínas na 

primeira dimensão por focalização isoelétrica. Para tal, ao volume equivalente a 100μg de 

proteínas totais foi acrescentado tampão de reidratarão IEF [Uréia 8M, Tiouréia 2M, CHAPS 

4%, Azul de Bromofenol,0025%, DTT 65mM e 1% anfólito Biolyte 3-10 buffer 100x (Bio - 

Rad) para um volume final de 125μL. As amostras foram mantidas sob agitação por uma hora 

e centrifugadas a 16.000 x g, 20-25ºC por 30 minutos para retirada de material não 

solubilizado.O sobrenadante foi aplicado sobre fitas de IPG de 7cm com gradiente de pH 3-10 

não linear (NL). As fitas foram submetidas à rehidratação e focalização isoelétrica no 

equipamento Protean IEF Cell (Bio - Rad) a 50μA/gel a 20ºC. As condições de rehidratação e 

focalização isoelétrica foram: re-hidratação passiva por 4h, re-hidratação ativa a 50V por 12h 

e focalização isoelétrica a 500V por 30 minutos, 1000V por 30 minutos, 4000V por 1h e 

4000V até 16000V/h. Após o término da focalização isoelétrica, as fitas foram retiradas do 

equipamento e congeladas a -70 ºC ou utilizadas imediatamente para separação das proteínas 

por SDS-PAGE. 

3.14.2 Segunda dimensão- SDS-PAGE 

 Para a realização da separação das proteínas pela segunda dimensão, as fitas de IPG 

foram submetidas às etapas de equilíbrio (redução e alquilação das proteínas). As fitas foram 

incubadas por 10 minutos, à temperatura ambiente, sob agitação, em tampão de equilíbrio 

[6M Uréia, 30% glicerol, 2% SDS, 50mM Tris-HCL (pH 8,8) e 0,001% azul de Bromofenol] 

contendo DTT 130mM, e, em seguida, por mais 15 minutos no mesmo tampão contendo 

iodocetamida 135mM. 

 Na segunda dimensão, as proteínas foram separadas em SDS-PAGE 12%. O padrão de 

peso molecular Benchmark (Invitrogen) foi aplicado em um pedaço de papel filtro, colocado 

sobre o gel de poliacrilamida e selado com agarose 0,5% contendo azul de bromofenol. As 

fitas de IPG foram lavadas em tampão de corrida 1X antes de serem colocadas sobre o gel de 

poliacrilamida. Assim como o padrão de peso molecular, as fitas foram seladas ao gel com 



 

 

67 

 

agarose 0,5% contendo azul de bromofenol para facilitar o acompanhamento da corrida 

eletroforética no sistema Mini-Protean III (Bio-Rad). A eletroforese foi realizada a 50V por 

aproximadamente 10 min e a 100V até o corante atingir a porção IFNerior do gel. 

 As réplicas dos géis de poliacrilamida que não foram utilizadas nos ensaios de 

Western blotting foram coradas pelo protocolo compatível com a espectrometria de massas o 

qual utiliza o Azul de Coomassie Coloidal G-250 (Neuhoff et al., 1988). De acordo com este 

método os géis foram fixados em três soluções: ácido ortofosfórico 2% e etanol 30%; ácido 

ortofosfórico 2%; ácido ortofosfórico 2%, etanol 18% e sulfato de amônio 12%. Em seguida 

foi adicionado Azul de Comassie Coloidal G-250 0,02% à última solução. Os géis foram 

mantidos nesta solução por até 72 horas. 

3.15 Western-blotting bidimensional 

 Logo após a eletroforese em SDS-PAGE, as proteínas foram transferidas para 

membranas Immun-Blot PVDF 0,2µm (Bio-Rad) em cuba de transferência mini Trans-Blot 

Eletrophoretic Tranfer Cell (Bio-Rad) usando tampão de transferência (25 mM Tris, 192 mM 

Glicina, 20% metanol) por 2h a 100V. As membranas foram bloqueadas por 16h em TBS-

T/BSA 3% (TBS: 20mM Tris-HCl, 500mM NaCl, pH 7,5; Tween-20 0,1%, BSA 3%) à 

temperatura ambiente, e então, incubadas por 16h com o pool de soro de camundongos 

imunizados com salina + CFA/IFA ou Smteg + CFA/IFA na diluição 1:100 em TBS-

T/BSA1%. Após duas lavagens em TBS-T/BSA1%, as membranas foram incubadas com 

anticorpo secundário anti-IgG total de camundongo conjugado a peroxidase (Southern Biotec) 

na diluição 1:2000 em TBS-T/BSA1%. Após duas lavagens em TBS-T e uma em TBS, a 

reação foi revelada utilizando Diaminobenzidina (DAB). Para a detecção, as membrans foram 

incubadas com 15 mL da solução de PBS 1x por 5 minutos em agitação. Após este período, 

pesou-se 3mg de DAB (Sigma) para cada 15mL de solução. A solução de PBS foi aspirada e 

a solução de DAB foi acrescentada às membranas e nesta solução acrescentou-se 15 μL de 

peróxido de hidrogênio. A reação foi interrompida lavando as membranas em água.  
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3.16 Digestão tríptica in gel de proteínas 

Os spots reconhecidos pelos anticorpos específicos foram localizados visualmente em 

um gel corado por Azul de Coomassie Coloidal idêntico ao que foi utilizado para 

transferência, e extraídos manualmente para identificação das proteínas por espectrometria de 

massas. Inicialmente, os spots excisados do gel foram transferidos para tubos siliconados pré-

lavados com metanol P.A (Merck) e água Milli-Q. Os spots foram lavados em 1mL de água 

Milli-Q por 15 min, seguido de 400µL de uma solução de acetonitrila (ACN) 50% (Fisher 

Scientific)/ bicarbonato de amônio (AB) 25mM (Sigma) pH 8,0 para descoloração. Este 

procedimento foi realizado com duas lavagens de 15min cada, sob agitação constante. Em 

seguida, os pedaços de gel foram desidratados pela adição, por 5 min, de 200μL de 

acetonitrila (Fischer Scientific). Os spots foram incubados em 200μL AB 100mM por 5 min e 

após este tempo foi acrescentado o mesmo volume de ACN por mais 5 minutos. Esta solução 

foi removida e os géis foram completamente secos em Speed Vac (Eppendorf) por cerca de 20 

min. Para a digestão das proteínas, foram adicionados 0,3μg de Tripsina (Promega) em um 

volume de 10μL, e, posteriormente, cerca de 20μL de uma solução AB 25mM pH 8,0 para 

evitar o ressecamento do spot. A digestão foi conduzida à 37ºC por cerca de 16h. O conteúdo 

de cerca de 30μL de solução foi transferido para novos tubos. Aos antigos tubos foram 

acrescentados 30μL de solução de ácido fórmico 5% (Merck)/ ACN 60% para extração de 

peptídeos trípticos. Este procedimento foi realizado por duas vezes sob agitação constante de 

30 minutos cada, sendo que, após o término do tempo referido, a solução de extração 

contendo os peptídeos foi transferida para o respectivo tubo contendo os 30 μL iniciais. As 

amostras foram concentradas em Speed Vac para um volume de cerca de 10μL e, em seguida, 

os peptídeos foram purificados em microcolunas de fase reversa Zip Tip C18 (Eppendorf ®) de 

acordo com as instruções do fabricante. Os peptídeos purificados foram novamente 

concentrados em Speed Vac para um volume final de 4 μL e encaminhados para a Plataforma 

de Espectrometria de Massas - IOC/FIOCRUZ para identificação das proteínas por 

espectrometria de massas. 
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3.17 Espectrometria de massas 

 A identificação das proteínas por espectrometria de massas do tipo MALDI-ToF-ToF 

foi realizada em um espectrômetro de massas modelo 4700 Proteomic Analyser (Applied 

Biosystems). Esta etapa foi realizada no Laboratório de Toxinologia do Departamento de 

Fisiologia e Farmacodinâmica do Instituto Oswaldo Cruz/ Fiocruz, em colaboração com o Dr. 

Jonas Perales e Dr. André Teixeira, responsáveis pela Plataforma de Espectrometria de 

Massas-RJ, PDTIS- FIOCRUZ. 

 Um volume de 0,5μL da amostra de peptídeos purificados foi misturado a 0,2μL de 

matrix ácido alpha-cyano-4-hydroxycinnamic (20mg/mL na mesma solução). A amostra em 

matrix foi aplicada à placa de MALDI para a ionização dos peptídeos. Os parâmetros 

estabelecidos foram: 2.000 tiros de MS e 4.000 tiros de MS/MS dos 10 picos mais intensos. 

3.18 Identificação das proteínas 

 O espectro de massas dos peptídeos gerados pela digestão com tripsina e dos 

fragmentos de peptídeos foram analisados utilizando o programa MASCOT (Matrix Science, 

Boston, MA) e o banco de dados de sequências de proteínas não redundantes do NCBInr.Os 

parâmetros utilizados foram: tolerância de peptídeos MS de + 0.6 Da, tolerância de fragmento 

de massa MS/MS de + 0.2 Da, duas falhas de clivagem por tripsina permitidas, carga de 

peptídeo +1 e modificações variáveis em cisteína (carbamidometilação e adição de 

propionamida) e em metionina (oxidação). A fim de evitar identificações aleatórias, foram 

consideradas seguramente identificadas apenas proteínas que apresentaram pelo menos 1 íon 

com valor de score individual acima do valor fornecido pela análise do MASCOT, o qual 

indica identidade e homologia extensiva (p<0,05). 

3.19 Análise in silico das proteínas 

3.19.1 Predição de localização celular 

Após análise dos parâmetros disponibilizados pelo software MASCOT (tais como: 

peso molecular, ponto isoelétrico, dentre outros), as proteínas selecionadas foram submetidas 
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à predição de domínio transmembrana, solubilidade e predição de localização celular. Para a 

predição de região transmembrana e análise de solubilidade, usou-se o programa SOSUI 

(SOSUI engine ver. 1.11) (http://bp.nuap.nagoya-u.ac.jp/sosui_submit.html - Outubro, 2010). 

As sequências de aminoácidos das proteínas foram inseridas individualmente e o resultado foi 

gerado utilizando os parâmetros padrões do programa. A predição de localização celular foi 

realizada utilizando o programa SherLoc (http://www-bs.IFNormatik.uni-

tuebingen.de/Services/SherLoc/-Outubro,2010). Primeiramente escolheu-se o método de 

predição de localização para células de organismo animal, em seguida, as sequências de 

aminoácidos das proteínas foram inseridas individualmente e o valor de e-value do blast de 

0.1, parâmetro padrão do algorítmo, foi utilizado. Para liberação dos resultados, foi 

selecionado o formato avançado, no qual 3 predições de localização celular com seus scores 

foram geradas. Para se ter maior confiabilidade da predição de localização celular, foi 

realizada uma segunda predição utilizando-se o programa TargetP 1.1 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/ - Outubro, 2010).  

3.19.2 Similaridade com proteínas humanas e de outros helmintos 

 A sequência das proteínas identificadas foram submetidas a uma busca por sequências 

homólogas utilizando o programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) do NCBI 

(National Center for Biotechnology IFNormation) (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov.blast- 

Outubro, 2010). A busca foi feita utilizando a ferramenta BLASTp  e o banco de dados de 

sequências de proteínas não redundantes do NCBI.  

3.19.3 Predição de epitopos de células B e T 

 As sequências de proteínas selecionadas pelas três análises anteriores (predição de 

localização celular, predição de domínio transmembrana e similaridade com proteínas 

humanas e de outros helmintos) foram submetidas à predição de epitopos de células B no 

programa BCPRED (B-cell Epitope Prediction Server- 

http://ailab.cs.iastate.edu/bcpreds/predict.html - Outubro, 2010). No Bcpred foi realizada uma 

seleção de busca por epitopos com comprimento de 20 aminoácidos com especificidade 
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padrão de 75%. Para liberação dos resultados selecionou-se a opção de apresentarem epitopos 

que não continham sobreposição de sequências. 

 Para a predição de epitopos para célula T, utilizou-se o programa Rankpep 

(http://imed.med.ucm.es/tools/rankpep.html - Outubro, 2010),no qual foi inserida a sequência 

de aminoácidos no formato FASTA, alinhando aos ligantes do MHCII em posições 

específicas (HLA-DR1, HLA DR2, etc). Após liberação dos resultados foi possível identificar 

o score ótimo, o limiar de ligação e o ranqueamento das posições na sequência de peptídeos 

com maiores escores de ligação. Para a síntese dos peptídeos sintéticos, no programa 

Rankpep, realizou-se a predição alinhando aos ligantes de MHCII IaB que é específica para a 

linhagem de camundongos em estudo: C57BL-6.  Após as predições, dois peptídeos sintéticos 

foram comprados: SmCyp 94-108 (SLSMANAGPNTNGSQ) e SmCyp 107-121 

(SQFFITTVPCSWLDG)  para serem usados no experimento de cultura de células e ELISA 

3.19.4 Predição de sítios de glicosilação e de adição de âncora de GPI 

 Para análise das regiões de glicosilação utilizou-se o programa YinOYang 

(www.cbs.dtu.dk/services/YinOYang/- Outubro, 2010). Submeteu-se a sequência da proteína 

em formato FASTA e aperfeiçoou-se para que fossem apresentados apenas os sítios positivos. 

Após obtenção dos resultados foi possível identificar quantas e quais sequências possuíam 

potenciais sítios de glicosilação. Utilizou-se o programa bigPI Predictor 

(mendel.imp.ac.at/goi_server.html- Outubro, 2010) para avaliar se a proteína possui potencial 

sítio para adição de âncora de GPI.  Submeteu-se a sequência em formato FASTA e 

aperfeiçoou-se para o reino Metazoa. O programa apresentou os possíveis sítios com os 

maiores scores. 

3.20 Clonagem  

Uma vez identificadas as proteínas de interesse, selecionamos a proteína identificada 

no Spot 29 a qual denominamos de “SmCyp”(por ter sido anotada como  ciclofilina de S. 

mansoni) para ser testada como potencial antígeno vacinal na forma de DNA. O gene sintético 

que codifica esta proteína foi desenhado utilizando-se o software  ApE 

(www.apesoftware.com) e otimizado para expressão em bactérias e Mus musculus. O mini 
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gene foi desenhado inserindo sítios para as enzimas de restrição: BamHI (GGATCC) a 5` e 

XhoI (CTCGAG) eAgeI (ACCGGT) a 3`. Assim, foi possível fazer a clonagem do inserto 

tanto no vetor para expressão em células de mamífero pcDNA 3.1 V5/ His A (utilizando os 

sítios das enzimas de restrição BamHI e AgeI) como no vetor para expressão em procariotos 

pETtev (utilizando os sítios das enzimas de restrição BamHI e XhoI). Após esta otimização, 

realizamos a compra deste gene sintético clonado no vetor de clonagem IDTSmartamp que é 

comercializado liofilizado pela empresa IDT. ODNA liofilizado foi ressuspendido em água e 

incorporado por E. coli da cepa XL1Blue por choque térmico. Clones contendo o gene 

sintético foram utilizados para extração do DNA plasmidiano com o kit de mini-prep 

(Promega), de acordo com as instruções do fabricante. 

Para a clonagem do mini-gene que codifica a proteína presente no Spot29 (SmCyp) em 

pcDNA 3.1 V5/His A (Invitrogen), a construção contendo o gene sintético foi digerida com as 

devidas enzimas de restrição nas seguintes condições: 0,5μL do produto de mini-prep do gene 

sintético SmCyp, 16,3 μL de água (DEPEC), 0,2 μL de BSA (10mg/mL - Promega), 2 μL de 

tampão D (10x- Promega), 0,5 μL BamHI(10 U/ μL - Promega), 0,5 μL de AgeI (10 U/ μL 

Promega). O plasmídeo pcDNA 3.1 V5/His A foi primeiramente digerido com BamHI: 30μL 

do produto do mini-prep, 5,1 μL de água (DEPEC), 0,4 μL de BSA (10mg/mL- Promega), 4 

μL de tampão E (10x- Promega), 0,5 μL BamHI(10 U/ μL - Promega), e, posteriormente, 

realizou-se a digestão com AgeI: 30μL do produto da extração da banda, 5,1 μL de água 

(DEPEC), 0,4 μL de BSA (10mg/mL- Promega), 4 μL de tampão K (10 x- Promega), 0,5 μL 

AgeI (10 U/ μL - Promega). A clonagem foi realizada utilizando a enzima de ligação T4 ligase 

(1,5 μL do vetor pcDNA 3.1 V5/His, 7,2 μL do fragmento correspondente ao mini-gene 

(SmCyp, 0,3 μL de T4 ligase (3U/ μL), 1 μL do tampão de ligação (10x -300mM – Promega) 

totalizando um volume de 10 μL por 18h à 16º C. 

3.21 Transformação de E. coli  DH5-alpha eletrocompetentes 

A reação de ligação entre o inserto que codifica a proteína SmCyp e o vetor pcDNA 

3.1 V5/His A foi utilizada para a transformação em bactérias E. coli da cepa DH5-alpha por 

eletroporação. Para isso, 2μL da reação de ligação foram adicionados à 60μL da bactéria 

eletrocompetente. Vagarosamente, toda a solução foi transferida para uma cubeta de 
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eletroporação (0,2cm). A cubeta foi acondicionada no gelo até o seu uso no eletroporador 

(GenePulser Xcell-BioRad). Realizou-se a seguinte calibração do aparelho: voltagem: 250V; 

capacitância (25μF); resistência (200Ω). Imediatamente após a eletroporação, acrescentou-se 

500 μL de meio de cultura SOC (20mM-pht) à temperatura ambiente. Esta solução foi 

transferida para um tubo autoclavado de 5mL o qual foi incubado a 37ºC por 1h sob agitação 

constante. A cultura foi então plaqueada em meio LB-ágar contendo ampicilina (100 μg/mL), 

utilizando 250 μL por placa, e incubou-seas mesmas à 37ºC por 16h. 

Após a seleção das colônias de bactérias que cresceram na placa, as mesmas foram 

estriadas em uma nova placa e, posteriormente, cultivadas em 5mL de meio LB com 

ampicilina (100 μg/mL) em agitador a 200 rpm, à 37ºC por 16h. Os mesmos foram utilizados 

para a extração do DNA plasmidiano com o kit de mini-prep (Promega), de acordo com as 

instruções do fabricante. 

3.22 PCR 

O DNA plasmidiano dos clones selecionados foi utilizado em uma Reação da Cadeia 

de Polimerase (PCR) para confirmação da inserção do gene que codifica a proteína SmCyp no 

plasmídeo pcDNA 3.1 V5/HisA. Para isto, utilizou-se os iniciadores BGH (reverso) e T7 

(forward) que se anelam no DNA do vetor utilizado. Para a reação de PCR foram usados 1,5 

μL PCR Taq buffer 1X, 1μL DNTP mix (10mM- concentração estoque), 0,5 μL MgCl2 

(50mM), 1 μL do primer BGH (10 picomoles/μL), 1 μL do primer T7(10 picomoles/μL), 0,4 

μL Platinum taq (5U/μL- Invitrogen), 9,3 μL de água Milli-Q, 2 μL do produto da mini-prep. 

A PCR foi realizada em termociclador com a etapa inicial de ativação de 94ºC por 3 min, 

seguido por 40 ciclos de: desnaturação à 94ºC por 30 seg, anelamento à 55ºC por 45 seg e 

extensão à 72ºC por 5 minutos. Após a PCR, os produtos de amplificação foram submetidos à 

análise em gel de agarose 1%. A colônia confirmadamente positiva foi cultivada em 10mL de 

meio LB com ampicilina (100 μg/mL) em agitador à 200 rpm, à 37ºC por 16h (pré-inóculo) e, 

posteriormente, foi realizado um inóculo distribuindo esta cultura em 2,5L de meio LB com 

ampicilina (100 μg/mL) em agitador à 200 rpm, à 37ºC por 16h. Esta cultura bacteriana foi 

utilizada para a extração do DNA plasmidiano com o kit Endofree Giga-Prep (QIAGEN®) de 

acordo com as instruções do fabricante. 
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3.23 Digestão do DNA plasmidiano com BamHI e AgeI 

O DNA plasmidiano do clone contendo o gene que codifica a proteína SmCyp 

inserido no plasmídeo pcDNA 3.1 V5/His A foi submetido a uma digestão com as enzimas de 

restrição BamHI (Promega) e AgeI (Promega) para verificação da correta clonagem. Para esta 

digestão utilizou-se: 1,5ul de tampão multi-core (10x - Promega); 1,5ul de BSA 

10x(10mg/mL), 2ul do DNA plasmidiano (1ug/ul),1ul da enzima AgeI (10U/μL-Promega); 

1ul da enzima BamHI(10U/μL-Promega); 8ul de água. Essa reação foi incubada à 37ºC por 5 

horas. Após este período, os produtos de digestão foram submetidos à análise em gel de 

agarose 1% corado com Sybr Gold (Invitrogen). 

3.24 Sequenciamento do DNA plasmidiano 

 O sequenciamento parcial de DNA do clone selecionado foi realizado no Laboratório 

de Parasitologia Celular e Molecular do Centro de Pesquisas René Rachou/ Fiocruz - 

plataforma de Sequenciamento de DNA-BH, PDTIS- FIOCRUZ. Para esta reação, utilizou-se 

o kit BigDye Terminator Cycle Sequencing (Life Technologies). Na placa de PCR para 

sequenciamento foram adicionados 300ng do DNA plasmidiano recombinante, 0,5 µL de Big 

Dye, 1,75µL de tampão, 1µL do iniciador (10 pmol/µL) (forward e reverso específicos para o 

gene SmCyp, T7 e BGH) e completou-se com água apirogênica para um volume total de 

10µL. Para a reação de sequenciamento foi utilizado o programa: 96ºC por 1 min 

(desnaturação), após esta etapa utilizou-se 96ºC por 15 seg, 50ºC por 15 seg e 60ºC por 4 

minutos (extensão final) por 40 ciclos consecutivos. Adicionou-se 1 µL de EDTA (125mM) a 

cada poço. Em seguida, foram adicionados 1µL de acetato de amônio 7,5M e 50µL de etanol 

100% para precipitação do DNA. A placa foi selada e agitada brevemente em vortex. Esta 

placa foi então incubada por 15 minutos a T.A e centrifugada a 4800 x g por 45 min a 

temperatura ambiente. Verteu-se a placa para descartar o sobrenadante e adicionou-se 100 µL 

de etanol 70%. Centrifugou-se novamente por 15 min a 4800 x g T.A. O sobrenadante foi 

descartado e a placa foi centrifugada invertida por 1 minuto. A reação de sequencimento foi 

ressuspendida em 10µL de tampão de amostra contendo 70% de formamida, 1mM EDTA. A 

placa foi inserida no sequenciador de DNA (ABI3730 DNA Analyzer) e os cromatogramas 

fornecidos foram analisados. 
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3.25 Expressão e análise de proteínas recombinantes em células HEK293T   

3.25.1 Transfecção transiente de células HEK293T por lipossomos 

Para verificar a expressão da proteína heteróloga SmCyp em células de mamífero foi 

utilizada a linhagem HEK293T, derivada de células de rim de embrião humano, previamente 

cultivada em meio Dulbecco’s Modified Eagle Medium – DMEM (GIBCO, 

Invitrogen),suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e com1% dos antibióticos 

penicilina/estreptomicina, a 37ºC em 5% de CO2. A transfecção foi realizada por meio da 

técnica de lipofecção (transfecção por lipossomos) com o uso de Lipofectamine 2000 

(Invitrogen) edo plasmídeo pcDNA3.1/V5-His Aque contém a região codificadora do gene de 

SmCyp de S. mansoni em fusão com os códons para o epitopo V5 e 6xHis. Os plasmídeos 

pcDNA 3.1/V5-His-TOPO/lacZ (Invitrogen), que contém o gene de β-galactosidase também 

inserido em fusão com o epitopo V5 e 6xHis, e o plasmídeo pcDNA 3.1/V5-His B, que 

contém a região codificadora de SmPGM (fosfoglicerato mutase de S. mansoni), foram 

utilizados como controles da transfecção, bem como do experimento de Western blotting 

utilizando anticorpo anti-6xHis. Além deste, foi utilizado também como controle positivo da 

transfecção o plasmídeo pcDNA3-RFP, que contém o gene repórter da Red Fluorescent 

Protein (RFP - Proteína vermelha fluorescente). Este plasmídeo foi gentilmente cedido pelo 

Dr. Alexandre Magalhães/FIOCRUZ. Esta proteína emite luz vermelha quando excitada por 

luz ultravioleta que pode ser observada em microscopia de fluorescência. Foi utilizado o 

microscópio de fluorescência AXIO – Observer. A1 (Zeiss), com câmera integrada AxioCam 

MRc, do Laboratório de Biomarcadores de Diagnóstico e Monitoração/CPqRR. 

Como controle negativo do experimento foi utilizado o plasmídeo pcDNA3.1/V5-

HisB vazio, ou seja, sem inserto, assim como células não transfectadas que foram mantidas na 

presença e ausência de lipofectamina. Em cada poço da placa de cultura de 24 poços foram 

inoculadas 2,0x105 células em 500μL de meio DMEM com 10% SFB e sem antibióticos. Esta 

placa foi incubada à 37ºC e 5% de CO2 por cerca de 24 horas, de forma que no momento da 

transfecção houvesse uma confluência de aproximadamente 80%. 
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Cada amostra de DNA e a lipofectamina foram separadamente diluídos em meio 

DMEM, sendo utilizado 0,8μg de DNA em 50μL de meio de cultura e 2μL de lipofectamina 

em 50μL de meio de cultura para cada poço. Após 5 min de incubação à temperatura 

ambiente, a lipofectamina diluída foi misturada a cada uma das amostras de DNA. Esta 

mistura foi incubada por 20 min à temperatura ambiente, permitindo a formação dos 

complexos DNA-lipossomo. Decorrido esse tempo, cada mistura foi adicionada aos 

respectivos poços da placa de cultura, sendo esta mantida por aproximadamente 5hr a 37ºC 

em 5% CO2. As células haviam sido previamente lavadas para retirada do SFB e adição 

apenas de meio DMEM. Após as 5 hr de incubação foi realizada uma nova lavagem das 

células, sendo adicionado meio DMEM sem antibiótico e contendo 10% SFB. A placa foi 

então incubada por 48 hr a 37ºC em 5% CO2. O experimento foi realizado utilizando todas as 

amostras em duplicata. 

Após 48 hr, as células transfectadas com o plasmídeo pcDNA3-RFP foram analisadas 

em microscópio de fluorescência para verificação da expressão do gene repórter (RFP). As 

demais culturas transfectadas foram submetidas à lise para extração de proteínas. 

3.25.2 Extração de proteínas a partir da lise das células HEK293T transfectadas 

Quarenta e oito horas após a transfecção, as células transfectadas foram lavadas com 

1mL de PBS gelado. A placa de cultura foi analisada em microscópio invertido trinocular 

(OLYMPUS - CK2, ULWCD 0.30) para certificar que as células não haviam sido removidas 

com a lavagem. Em seguida, estas foram lisadas em 100μL de tampão Laemmli 2X (4% SDS, 

20% glicerol, 10% β-mercaptoetanol, 0,004% azul de bromofenol e 0,125M Tris HCl, pH6,8 - 

BioRad) acrescido de β-mercaptoetanol (950μL do tampão Laemmli 2X + 50μL de β-

mercaptoetanol). Os extratos de células foram recolhidos em tubos de 1,5mL e estes foram 

mantidos no gelo. Os poços foram lavados com 50μL adicionais do tampão Laemmli 2X e 

esta solução foi posteriormente adicionada aos tubos descritos anteriormente. Em seguida, as 

amostras foram fervidas a aproximadamente 100ºC por 5 min para desnaturação das proteínas 

e inativação de proteases. Em seguida, as mesmas foram brevemente centrifugadas a 14.000 x 

g e armazenadas a -70ºC. A qualidade dos extratos protéicos obtidos foi avaliada por SDS-

PAGE 12%. 
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3.25.3 Análise dos extratos protéicos por SDS-PAGE 

No sistema de eletroforese unidimensional foram montados dois mini-géis com 

resolução a 12% utilizando o sistema Mini-Protean III (Bio-Rad). Aos 2 géis foram aplicadas 

as mesmas amostras, porém em quantidades diferentes devido às suas finalidades distintas, 

sendo 15μL para o Western blotting e 10μL para coloração do gel por Coomassie Brillant 

Blue G-250 e análise da qualidade do extrato protéico. O sistema de eletroforese foi 

submetido a uma voltagem inicial de 50V para a entrada das amostras no gel de separação, e 

depois de 100V, para a corrida eletroforética. A eletroforese estendeu-se até a saída do azul de 

bromofenol do gel. 

3.25.4 Análise das proteínas por Western blotting unidimensional 

O outro gel de poliacrilamida mencionado no item anterior, no qual foram aplicados 10μL 

do marcador de peso molecular BenchMark Prestained Protein Ladder (Invitrogen)e 15μL 

dos extratos protéicos das células transfectadas e controles, já em tampão de amostra, foi 

utilizado para transferência de proteínas para membrana Imuno-Blot PVDF (Bio-Rad), 

utilizando-se o sistema de transferência mini Trans-Blot Eletrophoretic Transfer Cell (Bio-

Rad). Para isso, foi montado um sistema do tipo sanduíche contendo o gel e a membrana. Este 

aparato foi colocado em tampão de transferência (25mM Tris, 192mM glicina, 20% metanol) 

e a transferência das proteínas foi realizada em gelo, a 100V na primeira hora e a 110V na 

segunda hora. Após a transferência, a membrana foi bloqueada por aproximadamente 16 hr 

em TBS-T/BSA 3% (TBS: 20Mm Tris-HCl, 500 mM NaCl, pH 7,5; Tween-20 0,1%; BSA 

3%) sob leve agitação à temperatura ambiente. Após lavagem rápida com TBS 1X, a 

membrana foi incubada por 3 hr com anticorpo anti-6xHis conjugado a HRP (Horseradish 

Peroxidase) (Invitrogen), diluído 1:5000 em TBS-T/BSA 1%. Em seguida, a membrana foi 

submetida a 2 lavagens de 15 min cada com TBS-T e a uma lavagem, também de 15 min, 

com TBS 1X. A reação foi revelada utilizando ECL Plus Western Blotting Detection System 

(GE-Healthcare) e a imagem foi capturada em Image Quant LAS 4000 (GE-Healthcare) pelo 

método quimioluminescente. 
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3.26 Análises estatísticas 

As análises estatísticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 5.0 

(San Diego, Ca, USA). Os resultados que apresentaram distribuição normal foram analisados 

utilizando: análise de variância, seguida dos testes de comparações múltiplas de Tukey 

quando as comparações envolveram mais de duas variáveis. O teste T de Student foi 

empregado quando comparadas somente duas variáveis. 

Os resultados que não apresentaram distribuição normal foram analisados através do 

teste não paramétrico Kruskall-Wallis, seguido pelo teste de comparações múltiplas de Dunn 

quando as comparações envolveram mais de duas variáveis. O teste Mann-Whitney foi 

empregado quando comparadas somente duas variáveis. Foram considerados estatisticamente 

significativos os resultados com p < 0,05. 
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4  RESULTADOS 

Como demonstrado em trabalhos anteriores realizados por nosso grupo, o Smteg foi 

capaz de ativar células dendríticas da medula óssea (BMDC) aumentando a expressão de 

moléculas co-estimulatórias, tais como CD40 e CD86 e induzindo a produção de quantidades 

significativas de IL-12p40 e TNF-α (Durães et al., 2009). Além disso, em camundongos 

imunizados com Smteg juntamente com adjuvante Completo/Incompleto de Freund, 

observou-se uma redução da carga parasitária de 43%-48%, bem como diminuição do número 

de ovos nas fezes e no fígado (Teixeira de Melo et al., 2010). A fim de saber se a imunização 

com Smteg sem a adição de adjuvantes ou com a administração de outros tipos de adjuvantes 

seria capaz de induzir uma resposta imune protetora, camundongos foram imunizados com 

Smteg, Salina, Alum, Smteg/Alum, Salina/Alum/CpG e Smteg/Alum/CpG.  

 A imunização de camundongos com Smteg na ausência de adjuvante, 

surpreendentemente não resultou na diminuição significativa da carga parasitária além de não 

diminuir o número de ovos presos no intestino e fígado de forma significante. Este resultado 

demonstra a importância do adjuvante em uma formulação vacinal. Entretanto, a imunização 

com Smteg na ausência de adjuvante foi capaz de ativar uma resposta imune, pois resultou em 

uma significativa produção de anticorpos específicos além de um aumento da porcentagem de 

células esplênicas CD4+IFN-γ+ e CD4+IL10+ com um aumento estatisticamente significativo 

na produção das citocinas IFN-γ e IL-10. Além disso, foi observado neste trabalho que células 

dendríticas derivadas da medula óssea (BMDC) estimuladas in vitro com Smteg aumentaram 

significativamente a produção de IL-10. Esta alta produção de IL-10 pode ter contribuído por 

uma menor resposta inflamatória pelas células do sistema imune e consequentemente pela 

ausência de proteção (Araújo JM, 2012). 
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The  Schistosoma mansoni tegument interaction with the immune system plays a  key  role in  disease 
establishment or elimination. We  have recently demonstrated that S. mansoni schistosomula tegument 
(Smteg) is   able to activate innate immune response and to induce protective immunity in  a  vaccine 
formulation with Freunds adjuvant. In this work, we evaluated the ability of Smteg to elicit protection in 
the absence of adjuvant. Smteg mice immunization resulted in signi? cant antibody production, increased 
percentage of CD4 + IFN-g+ and CD4 + IL-10+ cells in spleen and increased production of IFN-g and IL-10 by 
spleen cells, but failed to reduce parasite burden, female fecundity and morbidity. We also demonstrated 
that BMDC stimulation with Smteg resulted in signi? cant IL-10 production. Our  results demonstrate that 
Smteg has immune modulatory proprieties. 

© 2012 Elsevier B.V. All rights reserved. 
 
 
 

1.  Introduction 
 

The   success in  developing an   ef? cient vaccine formulation 
depends on  the use  of  immunogenic antigens together wi th an 
appropriated adjuvant able to  induce an  in? ammatory  response 
that will polarize the response to the desirable immunological pro- 
? le.  In  the case of  schistosomias is, protective immunity in  mice 
has  been described to  be  dependent on  an tibody response and to 
involve a cel lular immune response dependent on  CD4+  and IFN- 
g (Jankovic et al., 1999; Smythies et al. , 1992; Vignali et al., 1989; 
W ilson et al., 1996). Additionally, the use  of rIL-12  as adjuvant has 
been proved to  enhance the protective immunity  induced by the 
antigen alone or  associated with others adjuvants (Wynn et al., 
1995; Wynn and Cheever, 1995), indicating that a Th1  pro?le is 
desirable. 

The  Schistosoma mansoni schistosomula  tegument  (Smteg) is 
an   interesting parasite s tructure  to   be   used in  a  vaccine for- 
mulation  agains t  schistosomiasis . The   tegument is  a  dynamic 
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host-interactive layer involved in nutrition, immune evas ion and 
modulation, excretion, osmoregulation, sensory reception and sig- 
nal  transduction (Jones et al. , 2004; Van  Hellemond et al.,  2006). 
In addition, the larval schistosomula have been described to be the 
mos t susceptib le parasite life s tage to hos t immune sys tem attack 
(Foley et al., 1988; James, 1981; Simpson et al., 1983). 

Recently we   have demonstrated  that  Smteg is  ab le to  acti- 
vate bone marrow dendritic cells   (BMDC)  by  up-regulating  the 
express ion of essential co-stimulatory molecules, such as CD40 and 
CD86,  and also  by  inducing the production of IL-12p40 and TNF- 
a  cytokines  in  a  TLR-4 dependent manner (Durães et al. ,  2009). 
We  had also  demonstrated that mice immunization with Smteg 
plus Freunds adjuvant is able to reduce paras ite burden, egg elim- 
ination and disease morbidity. The  immune response elicited by 
immunization, characterized by IFN-g, IgG1 and IgG2c production , 
was able to induce damage in parasite tegument (Teixeira de Melo 
et a l.,  2010). These results indicate that Smteg contains  protective 
antigens as well as in? ammatory  inducing molecules in its formu- 
lation. 

In this  study, we  have evaluated the immunological response 
trigged by  Smteg immunization  in  the absence of adjuvants and 
its  ability to induce protection against S. mansoni challenge infec- 
tion. We  demonstrated that although Smteg immunization in the 
absence of adjuvant induced signi? cant production of speci? c anti- 
bodies it  failed to  induce protective immune response in  mice 
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probably due to IL-10 production and impaired antigen presenta- 
tion to CD4+  cells. 

 

 
2.  Materials  and methods 

 
2.1.  Mice and  parasites  

 
Female C57BL/6 m ice aged 6–8  weeks were obtained from the 

Centro de  Pesquisas René  Rachou (CPqRR) Fiocruz. All procedures 
involving animals were approved by the local Ethics Commission on 
Animal Use (CEUA) from Fiocruz (no. L-005/08). Cercariae of S . man- 
soni (LE strain) were maintained routinely in Biomphalaria glabrata 
snails at CPqRR and obtained by  exposing infected snails to  light 
for  1–2 h  to  induce cercariae shedding. The  number of cercariae 
and their viability were determined us ing a light microscope. 

 

 
2.2.  Antibodies 

 
The  following antibodies were used for  ? ow cytometry analy- 

sis:  anti-mouse CD4-Biotin  and FITC (clone GK1.5,  e-bioscience), 
anti -mouse CD8-FITC (clone 53-6-7, e-bioscience), anti-mouse IL- 
10-PE  (clone JESS-16E3, e-bioscience), anti-mouse IFN-g-PE (clone 
XMG1.2,   e-bioscience), anti-mouse  TNF-  -PE  (clone  MP6XT22, 
ebioscience) and anti-mouse IL-4-PE (clone 11B11, BDbioscience), 
streptavidin-Percp  (e-bioscience), anti-mouse  CD25-Biot (clone 
7D4,   BDbioscience) and  anti-mouse   Foxp3-PE (clone  JFK-16a 
e-bioscience). The following isotype controls were used: Rat IgG2a- 
FITC , Ra t IgG2b-FITC, Rat IgG2b-biotin, Rat IgM-biotin , Rat IgG1-PE, 
Rat IgG2a-PE,  Rat IgG2b-PE. Anti-mouse CD16/CD32, Fc Block (BD 
Bioscience) was also  used for ? ow cytometry assays. 

 

 
2.3.  Tegument puri? cation (Smteg) 

 
Cercariae from S. mansoni were mechanically transformed into 

schistosomula according to  Ramalho-Pinto et al.  (1974). Brie? y, 
cercariae were incubated on  ice  for  30 m in and then centrifuged 
at 1800 × g for  3 m in at  4 ? C .  The  cercariae were resuspended in 
cold  ELAC (Earle’s salts plus  lactalbumin hydrolysate) containing 
0.5% lactoalbumin, 1% penicillin /streptomycin and 0.17% glucose. 
The  tails  were broken by  vortexing in  high speed for  2 m in and 
removed through several washing steps  with  ELAC. The  schisto- 
somula were cultured for  90 m in at 37 ? C in  ELAC . The  tegument  

2.5.  Challenge infection and  worm burden recovery 

 
Thirty days aft er the l ast boost, mice were chal lenged through 

percutaneous exposure of abdominal skin  for 1 h in water contain- 
ing  100  cercariae (LE s train) as  described by  Smithers and Terry 
(1965). Fifty days after challenge, adult worms were perfused from 
the portal sys tem and mesenteric veins according to Pellegrino and 
Siqueira (1956). The protection level was calculated comparing the 
number of worm recovered from the immunizat ion group with the 
control group. 

 
2.6.  Measurement of the number of eggs in the intestine and  liver 
of immunized mice 

 
Intestine and liver from each mouse from both control (saline) 

and  Smteg immunized  groups  were  collect ed  50   days pos t- 
infection. These organs were weighed and digested with 10% KOH 
overnight at 4 ? C and for  2 h at 37 ?C . The  eggs  were obtained by 
centrifugation at 900 × g for  10 min and ressuspended in  1 mL of 
saline. Egg number was count ed using a light microscope. 

 
2.7.  Measurement of speci?c  antibodies 

 
The measurement of speci? c anti-Smteg IgG antibodies was  per- 

formed by EL ISA. Maxsorp 96-wells  microtiter plates (Nunc) were 
coated with 1    g/mL of the Smteg in carbonate–bicarbonate buffer, 
pH  9.6,  for  16 h at 4 ? C . The  p lat es  were then blocked for  16 h at 
4 ?C with  300    L/well of PBST (phosphate-buffered saline, pH 7.2 
with 0.05% Tween-20) plus 10% FBS (fetal bovine serum, GIBCO, 
USA). One hundred microliters of each serum diluted 1:100 (IgG and 
IgG1) or 1:200 (IgG2c)  in PBST was added per well and incubated 
for  1hr at room t emperature. Plate-bound antibody was detected 
by  peroxidase-conjugated ant i-mouse IgG, IgG1  or  IgG2c  (South- 
ern Biotech, USA), diluted 1:5000, 1:10,000 or 1:4000 respectively. 
Color reaction was developed by addition of 100    L per well of TMB 
(Microwell Peroxidase Substrate System) and s topped with 50    L 
of 5% sulfuric acid  per well. Absorbance was measured at 450 nm 
in E LISA reader. 

 
2.8.  In tracellular staining 

 
For  in tracytoplasmatic cytokine staining, spl een cells  from 8 

mice/group (10  days after the last  immunization) were adjusted 
5

 

was  removed with CaCl2   0.3 M by  vortex agitation, according to to  5 × 10 cells  per well. Spleen cells  were maintained in  culture 
 

Caldas et al.  (2000). The  tegument was separated from denuded 
bodies by centrifugation at 900 × g for 1 min. The supernatants were 
pooled and centrifuged at 50,000 × g for 1 h at 4 ? C. The pellet was 
dialyzed against physiological saline 1.7%. This  preparation was  
termed Smteg. 

 

 
2.4.  Mice immunization 

 
Female C57BL/6 mice (10 mice per group) were immunized sub- 

cutaneously in the nape of the neck with  25    g Smteg on  days 0, 
15 and 30. In the control group, saline was  administ ered using the 
same immunization protocol. Blood  samples were collected from 
retro orbital sinus of each mouse with  an interval of 15 days begin- 
ning 15  days after the ? rs t immunization. Serum samples were 
collected and stored at - 20 ?C until use. Three independent experi- 
ments were performed to con? rm the results observed. In the third 
trial two additional groups were included in  immunization pro- 
tocol: Saline + CFA/IFA adjuvants  and Smteg + CFA/IFA adjuvants, 
complete freund adjuvant (CFA) were added to vaccine formulation 
in the ?rst immunization dose while incomplete freund adjuvants  
(IFA) were used in second and third  immunization dose. 

at 37 ? C in  5% of CO2  in  medium alone or  stimulated with Smteg 
(25   g/mL)  or Con A (5   g/mL).  After  16 h of culture, 1   g/well of 
brefeldin A (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) was added for 4 h to 
impair cytokine secretion. Cells were then blocked with ant i-mouse 
CD16/CD32 mAbs (Fc-Block), and incubated for 20 m in at 4 ?C with  
anti-CD4, anti-CD8, monoclonal antibodies or their respective iso- 
type controls. After  a wash step with  PBS 0.15 M, 0.5% BSA, 2 mM 
NaN3   cells   were incubated for  20 min wi th  s treptavidin-Percp 
(1:200) at 4 ?C . Then cells  were washed, ? xed using 2% formalde- 
hyde solution, permeabilized and further stained with PE-
labeled anti-IFN-g, anti-TNF-a, anti-IL-4 or anti-IL-10 monoclonal 
antibod- ies  d iluted in  PBS with 0.5% saponin (Permeabilization 
solution). After  30 min at room temperature, cells  were  washed 
with  perme- abilization solution and PBS, ressuspended in PBS and 
the data were acquired us ing FACSCalibur  (Becton Dickinson, San 
Jose, CA). Data analysis was performed using FlowJO software 
(Tree Star, Ashland, OR). 

 
2.9.  Cytokine  analysis in spleen cells supernatant 

 
Mice  were immunized with  three doses of Smteg or  saline in  

a 15  day-interval regimen. Ten  days aft er the l as t immunization, 
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Sm teg 1 6 ± 6 1 8 ± 4  3 3 ± 1 0 13.2%a ns

Sal ine + CFA/IFA 1 7 ± 4 2 3 ± 7  4 0 ± 1 0 –

spleens  were  obtained  from  individual’s m ice  in   each  group. 
Spleen cells  were washed twice in  sterile sali ne and adjus ted t o 
1 × 106 cells/well. Cells were cultured at  37 ?C  in 5% CO2 in medium  
alone or stimulated with Smteg (25    g/mL) or concanavalin A (Con 
A) (5    g/mL).  Culture supernatants were collected after 24 h stim- 
u lation  for  IL-4 and TNF-    me asurement or  72 h  stimulation  for 
IFN-   and IL-10 measurement. IL-4, IFN-g, IL-10 and TNF-a  cytokine 
assay  was performed using the Douset ELISA kit  (R&D system, 
Minneapolis, MN)  or  Ready set  GO (e-bioscience, San  Diego,  CA), 
according to manufacturer’s instructions. 

 
2.10.   Cytokine  analysis in BMDC 

 
BMDC (95% MHC II+ , CD11c+  pure) were generated from the 

bone marrow of C57BL-6 mice us ing a method adapted from Lutz 
et al.  (1999) as previously described by Durães  et  al. (2009). After 
BMDC differentiation, non-adherent DCs were collected and seeded 
at 3 × 105 cells/well in round-bottom 96-well culture p lates. Cells 

Table 1 

Protect ive im m une res pon se indu ced  in m ice by  Smteg im mu nizat ion.    

W orm burden recovered (mean ± SD) 

Groups c                               Female          Male              Total              Pro tect ion l ev el  
 

Trial  1 

Sal ine                         29 ± 7          25  ± 5          54 ± 2           – 
Smt eg                          2 3 ± 8          21  ± 8          44 ± 1 5          18.5 %a  ns 
Trial  2 

Sal ine                         28  ± 9          35  ± 11        63 ± 2 0         –  
Smt eg                          2 0 ± 9          3 9 ± 15        62 ± 22         2.3%a  ns 
Trial 3  

Sal ine                         18 ± 7          2 0 ± 7          38 ± 14         – 

 
    Smt eg  + CFA/IFA              9 ± 7             13  ± 9              22 ± 1 6            45%b , *  

 

*  S igni? cant red uctio n in total  worm  burden com pared  t o sal ine + CFA/IFA g roup  

p < 0.05 . 
a   Red ucti on in to tal worm  bu rden co mp ared to sali ne g roup . 
b   R ed ucti on in to tal worm  bu rden co m pared  to sali ne + CFA/IFA group . 
c

 

were cultured in the presence of media alone, SmTeg  (25    g/mL) 
or  LPS (1   g/mL  InvivoGen). In order to  control for  low  levels of 
naturally  occurring endotoxin in Smteg (0.445 endotoxin units/   g  
protein), LPS at the equivalent concentration of endotoxin contam- 
ination (0.09 ng/5   g protein) was  used to  s timulate DCs, but no 
activation or cytokine production was  observed (data not shown). 

IL-10 production was measured in BMDC supernatant collected 
24 h after stimulation us ing the Douset ELISA kit (R&D system, Min- 
neapolis, MN) according to manufacturer’s instructions . 

 
2.11.   Statistical analysis 

 
Statis tical analyses were performed with paired and unpaired 

S tudent’s t-t es t or  ANOVA followed by  the Tukey post tes t us ing 
the software package GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Software, San 
Diego,  CA, USA). 

 
3.  Results 

 
3.1.  Smteg immunization in the absence of adjuvant failed to 
reduce worm burden, number of eggs trapped in host  organs and 
fecundity 

 
Since   Smteg preparation had been demonstrated  to  activate 

innat e immune response and also  to  contain  protective ant igens  
from the parasite (Durães  et al., 2009; Teixeira de Melo et al., 2010), 
we  evaluated the ability of  Smteg immunization in  the absence 
of  adjuvants to  induce protection against  chall enge S. mansoni 
infection. As shown in Table  1,  Smteg immunization did  not  alter 
s igni? cantly the worm burden in  immunized mice and a lso  had 
no  effect in the number of eggs  trapped in the l iver and int estine 
or on female fecundity (Fig. 1),  as previously reported (Teixeira de 
Melo et al., 2010) mice immunization with Smteg +CFA/IFA induced 
partial protection against challenge infection (Table 1). 

 
3.2.  Humoral immune response induced by Smteg immunization 

 
The  k inetics  of  speci? c IgG  production  along the immuniza- 

ti on protocol was  det ermined in  mice sera by  ELISA. Increased 
production of speci? c IgG antibodies was observed in  sera from 
mice immunized with Smteg and Smteg + CFA/IFA in  comparison 
to  their respectively control group at  days  45,  60  and 75  pos t 
? rs t immunization to  Smteg group and at all  time points eval- 
uated for  Smteg + CFA/IFA group  (Table 2).  Regarding IgG1  and 
IgG2a production, signi? cant production of speci? c IgG1 and IgG2c 
were detected in  Smteg + CFA/IFA immunized group in  compari- 
son  to Saline + CFA/IFA group at all time points evaluated for IgG1 
and at days  30,45,60 and 75  post ? rst immunization (Table 2).  In 

10 animal s per gro up/ tria l . 

 
 
contras t, in Smteg immunized group signi? cant production of spe- 
ci?c  IgG1  an tibody were detect ed  at days 30 ,45,60 and 75  post 
? rst immunization compared to  saline group, while signi? cant 
product ion of  IgG2c  was detected   only  pos t-infection (Table 2). 
Signi? cant differences in IgG, IgG1 and IgG2c between Smteg and 
Smteg + CFA/IFA groups were observed at almost  all  time point 
evaluated  (Table 2).  Antibodies titl es evaluated in  a pool of sera 
from each group at day  45  post  ? rs t immunization demons trat ed 
that Smteg + CFA/IFA immunization induced higher production of 
speci? c IgG  (1:102.400), IgG1  (1 :102.400) and IgG2c  (1:25.600) 
than Smteg immunization, in which Smteg speci? c antibodies titles 

 
 

 
 
Fig.  1.  Egg burden in the liver and intestine of i mm unized mice. Mi ce were immu- 

nized with three doses of  a vaccine fo rmu lati on co nt aining Sm teg  (2 5   g /m ice) or 
s alin e, 3 0 days  aft er t he last  im m un izati on m i ce were ch allen ge w ith 1 00 cercariae 

of S. manson i, 50 days after chall enge infection, mice were s acri?ced and t he li ver and 

i ntes tine were ob tain ed, weigh ted an d di gested  i n KOH10%. The nu mber of eggs  w as  
determined by  op tical  m i cro scop y. B ars represent  the mean nu mber of eggs /gram  

of organ ± SD (A) or eggs/gram  of organ /fem al e w orm ± SD (B) for   m ice im m uni zed 
wi th Smt eg or sali ne. R esu lts  represent mean from two independent experiments. 
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Fig.  2.  Int racell ular s taining in lym ph ocyte sub pop ulati ons . Mice were im m unized w ith  three do ses of a vaccine form ulat ion con taining Smteg (25   g /m ice) or sal ine. Ten 

days  after t he last  im mu nizati on,  m ice were sacri? ced and sp leen cel ls were ob tained  fro m each in div idu al  m ous e. CD4+   and CD8+   production of IFN-g, IL-4,  TNF-a, IL-10 
in res pons e to Smteg  (2 5   g/m L) in vit ro stim ulati on w ere determ in ed . A – R epresent ativ e Dot -blots of cytokine pro ducin g CD4+  cells i n con trol and Smteg group s under 

Smteg  stimu lati on. B –  B ars repres en t the m ean ± SD of  the percentage of  CD4+   or CD8+   cytok ine+  cells  in non  s tim ulated (whit e bars) and  Sm teg s tim u lated cel ls (bl ack  
bars). S tati st icall y si gn i? can t di fferences  i n t he percen tage of do uble pos iti ve cell s between sali ne and Smteg im m unized gro up are pointed i n t he ?gure and between non 
st im ulat ed an d s tim u lated cell s are deno ted by  ast erisk  (* p < 0.05 ; ** p < 0 .01). Dat a repres ent the m ean valu es  of two ind epend ent exp erim ents  w ith  4 an im als /gro up each. 

 
 

were 1:25,600 (IgG), 1:25.600 (IgG1)  and 1:6400 (IgG2c)  (data not 
shown). 

 
3.3.  Cytokine  pro? le  induced by immunization 

 
Cytokine production under in vitro  stimulation with Smteg was 

measured by  intracellular st aining. Fig. 2 demonst rates  a signi? - 
cant increase in the frequency of CD4+ IFN-g+  cells  and CD4+ IL-10+ 

cells in immunized group after Smteg s timulation in comparison to  
non stimulat ed cells.  Also a signi? cant increase in t he percentage 

of CD4+ IFN-g+  cells after Smteg in vitro s timulation was observed in  
immunized group in comparison to control group (Fig. 2). No sig- 
ni? cant differences were observed between non-immunized and 

immunized groups concerning IL-4 and TNF-a  production by CD4+ 

and CD8+   cells   and IFN-g  and TNF-a  production by  CD8+   cells 
(Fig. 2). In addition, signi? cant production of TNF-a, IFN-g and IL- 
10  was detected in response to  Smteg stimulation in spleen cells 
supernatant regardless of previous in vivo priming (Fig. 3). How- 
ever signi? cant differences in  IL-10  production was detected in 
spleen cells  supernatant from mice immunized with Smteg alone 
in comparison to control group and Smteg + CFA/IFA group and sig- 
ni? cant differences in  IFN-g production in  comparison to  control 
group were detected in Smteg and Smteg + CFA/IFA groups (Fig. 3). 
As previously demonstrated  (Teixeira de  Melo  et a l.,  2010), mice 
immunization  with Smteg + CFA/IFA leads to  s igni? cant produc- 
tion IFN-g and IL-4 in response to Smteg stimulation (Fig. 3), Smteg 
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Fig.  3.  Type of im m une res pon se el icit ed by Sm teg im m unizatio n. M ice were im m unized wi th th ree do ses of a vaccine form ul at io n containi ng Sm teg (25   g/m i ce) or saline 

in the absence or presence of Freund adjuvant . Ten d ay s aft er the last i mm unizat ion , mice were sacri? ced and  spl een cel ls were obtai ned from  each  indi vid ual m ouse. TN F-a, 
IFN-g, IL-4  and IL-10 p ro ductio n in respons e t o Sm teg (25   g/mL) in  vitro stimulation were measured in the culture supernatant of  spleen cells  by  sand wich ELISA. B ars 

represent the mean ± SD of cyto kine p roduct ion  from  7 an im als/group . Stat ist ically  signi? can t di fference between n on-st im ul ated an d Sm teg-s tim ul at ed cells  are denoted 
by  an asterisk (p < 0. 05). Stat ist ically si gni? cant  d ifferen ce b etween grou ps are poi nted  in  the g rap hic (p < 0. 05). Res ult s are repres en tati ve  of  one of  three independent 
ex perim ent s. 

 
immunization in the absence of adjuvants was  also  ab le to induce 
s igni? cant amount of IFN-g (Fig. 3). 

 
3.4.  IL-10 production by BMDC 

 
We   have previously demonst rated  that  BMDCs  s timulated 

in  vitro  with Smteg were able to  up  regulate surface expression 
of CD40 and CD86 and also to produce TNF-a and IL-12 through the 
interaction of existing PAMPs  in  Smteg with TLR4 (Durães et al., 
2009). However IL-10 production  by BMDCs in response to Smteg 
s timulation was not investigated. To evaluate if Smteg stimulation 
a lso  induced IL-10 production by BMDC, we  measured IL-10 in the 
supernat ant of BMDC culture. Fig. 4 demons trat es  t hat Smt eg and 
LPS induce signi? cant production of IL-10 by BMDC in comparison 
to non stimulated cells . 

 
4.  Discussion  

 
S. mansoni is an important blood ? uke parasite that causes schis- 

tosomiasis, a signi? cant public health  problem in tropical countries  
which is  recognized as  the most  import ant human helminthes  
infection in  terms of morbidity and mortality  (Donald and Alex, 
2008). Although the exis ting antischis tosomal drugs  are   highly 
effective, they do  not prevent against reinfection  or  granuloma 
formation. In addition  mass chemotherapy has  been proved to be 
ineffective in controlling transmission (Rezende et al. , 2011). There- 
fore,  vaccine development is an alternative strategy to control this  
d isease (Rezende et al.,  2011; Teixeira de Melo et al., 2010). Recently 
our  group has  showed that S. mansoni schi stosomula tegument 
(Smteg) is able to induce dendritic cells  up regulation  of CD40 and 
CD86,  and also  IL-12p40 and TNF-a  production. These cytokines 
p lay an  essent ial role in  the development of pro tective immune 
response against schistosomes (Durães et al. , 2009; Hewitson et al., 
2005; Hogg et al.,  2003). Additionally, Smteg immunization in asso- 
ciation with Freund’s  adjuvant induced a signi? cant reduction in  
worm burden (43–48%) demonstrating that Smteg has in its consti- 
tution  protective antigens as well as immunostimulatory molecules 
(Teixeira de Melo  et al., 2010). 

Herein we  immunized mice with schistosomula t egument in  
t he absence of adjuvant. Surprisingly no  signi? cant reduction in  
the worm burden (Table 1),  neither in the number of eggs  trapped 
in  the liver and intestine nor in  female fecundity (Fig.  1)  was 

observed in  immunized mice compared to  control group. Adju- 
vants not only promote immune responses but also  are  molecules 
that release the antigen slowly in the organism and in that way can 
increase the half-life of the antigen and improve uptake by profes - 
sional phagocytes (Amy et al., 2010; Mosca et al., 2008;). Although 
Smteg s timulates the production of  molecules involved in  anti- 
gen  presentat ion  and Th1 polarization, its rapid clearance from the 
si te of injection could explain weak immune response activation 
and the absence of protective response. Nevertheless , while mea- 
suring speci? c antibody production, an  increased level of speci? c 
IgG production against Smteg was observed in immunized group 
from the beginning of the immunization protocol (Table 2).  This 
result demonstrates  that Smteg immunization activates immune 
response in  m ice, and suggests t hat  the absence of  protection 
could be  explained by  the immune response pro? le induced by 
immunization rather than by  the absence of  immune response 
activation. Regarding immune response pro? le, while immuniza- 
tion with Smteg + CFA/IFA induces a signi? cant production of IgG2c, 
m ice immunization with Smteg failed to induce production of this 
isotype  (Table 2),  also   h igher titles of  speci? c antibodies  were 
detected in  sera from mice immunized  with Smteg + CFA/IFA in 
comparison to  the titles  detected  in  sera from mice immunized 
with Smteg in t he absence of adjuvants. 
 
 

 
 
Fig.  4.  Sm teg sti m ulates  IL-10 production by BMDC. IL-10 level s were m easured b y 

ELISA in culture supernatants of  BMDC  after 24h -s ti mu lation. C yto kin e measure- 

ment of  IL-10  was perfo rm ed us ing the Duo set ELISA ki t. S tati st ically  si gni ? can t 
d ifferen ces  bet ween Smt eg o r LPS stimulated cells and non stimulated cells are 

denoted by  ast erisk s (p < 0.0 01). Data represent s m ean  valu es  ± SD of  three inde- 
p en dent  ex perim ent s with 3 mi ce/gro up each. 
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IFN-g   is   a   pro-in?ammatory cytokine that  augments the 

immune response to  infection by promoting leukocyte activation 
and, its  ro le in  protective immunity  against schistosomiasis has  
already been demons trated (Fonseca et al., 2004; Hoffmann et al., 
2000; Jankovic et al.,  1999; Yu et al., 2011). A signi? cant increase in  

the frequency of CD4+ IFN-g+  cells was observed in stimulated cells 
from immunized group in comparison to control group and to non- 
stimulated cells  (Fig. 2). Also a signi? cant production of IFN-g was  
detected in  response to  Smteg, in vitro,  stimulation in  the super- 
natant of spleen cells  from immunized and non-immunized mice 
(Fig. 3). These results  indicate that although Smteg immunization 
leads to IFN-g production by CD4+ cells,  Smteg also stimulate other 
cells  to produce IFN-g through an unspeci? c manner. One poss ible 
source of IFN-g  production in  non-immunized mice could be  NK 
and NKT cells  since these cells  are  the major producers of IFN-g 
during innate immune response (Mallevaey et al. , 2006). However 
the sources of this cytokine in non-immunized mice still need to be 
elucidated. Although s igni? cant production of IFN-g was  detected 
in  spleen cell  supernatant  from mice immunized with Smteg as  
well as from mice immunized with  Smteg + CFA/IFA in comparison 
to  control group, in  Smteg immunized mice signi? cant produc- 
tion of IL-10 in comparison to control and Smteg + CFA/IFA groups 
was observed (Fig. 3). Also an  increased frequency of CD4+ IL-10+ 

cells  in Smteg immunized group (Fig. 2) was observed after Smteg 
in vitro  stimulation. No signi? cant difference in CD4 + IL-10+ cells  
was observed between non-vaccinated and vaccinated mice under 
Smteg-stimulated, while a signi? cantly higher concentration of IL- 
10 was detected in spleen cells supernatant from Smteg immunized 
mice compared to control and Smteg + CFA/IFA groups  (Fig. 3), prob- 
ably  because although the percentage of CD4 + IL-10+ cells  do  not  
differ between groups these cells  in  Smteg group are  producing 
larger amount of IL-10. 

Moreover, BMDC stimulated in vitro  with Smteg showed signif- 
icant production of IL-10  in comparison to  non s timulated BMDC 
(Fig. 4). IL-10 detection in Smteg-stimulated BMDC was speci? cally  
produced, since the amount of endotoxine detected in Smteg was  
not able to activate BMDC neither to induce any  cytokine produc- 
tion (data not shown). IL-10  is a cytokine that regul at es  immune 
response by several distinct mechanisms (Fiorentino et al., 1991; 
Flores-Villanueva et al.,  1996; Moore et al., 2001; Sadler et al.,  2003; 
Teixeira-C arvalho et al., 2008). DC secreting IL-10  drives  naive T 
cells in to  IL-10 secreting Tr1 cells (Gregori et al.,  2010; Igyarto et al., 
2009; Wakkach et al., 2003). This regulatory status can be reverted 
by TLR9 s timulation with  CpG or TLR4 st imulation with  LPS lead- 
ing  DCs  to  induce Th1  and Th1/Th17 respectively (Zhou et al., 
2010). 

Our results showed that Smteg immunization in the absence of 
adjuvant induces a predominant modulatory response with high IL- 
10 production that  may have resul ted in an impaired in? ammatory 
and effector response and in the lack of protection. Smteg molecules  
involved in immune response modulation still need to be identi? ed. 
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Para avaliar a capacidade de duas formulações vacinais com diferentes adjuvantes 

(Alum e CPG-ODN) induzirem proteção em camundongos, nós imunizamos camundongos 

com: Smteg + alum ou Smteg + alum + CpG-ODN. Nossos resultados demonstraram que os 

camundongos imunizados com Alum como adjuvante não apresentaram redução significativa 

da carga parasitária. Já o grupo imunizado com Smteg + alum + CpG-ODN apresentou uma 

significativa redução da carga parasitária (43%) além de redução no número de ovos 

eliminados nas fezes dos camundongos. Em relação à resposta humoral, ambas as 

formulações vacinais induziram níveis significativos de IgG, mas apenas os camundongos 

imunizados com CpG-ODN apresentavam altos níveis de IgG2c. O aumento dessa 

imunoglobulina pode estar relacionado à proteção já que quando se imunizou camundongos 

com Smteg mais Freund também foram verificados níveis significativos desse isotipo de 

anticorpo. Em relação à resposta celular, a imunização com Alum como adjuvante induziu um 

perfil de resposta imune predominantemente do tipo Th2 com alta produção de IL-4, enquanto 

a imunização com CPG-ODN levou a um perfil misto de resposta com alta produção de IFN-g 

e IL-4. Nossos resultados também demonstraram que a imunização com CpG-ODN levou a 

ativação de célula CD4+, macrófagos e aumento no percentual de células B (Teixeira de Melo  

et al., 2012). 
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Abstract 
 

In schistosomiasis, the current control strategy does not prevent reinfection, therefore, vaccine strategies are essential to combat the 
Schistosoma mansoni. The efficacy vaccine depends on parasite stage and effective adjuvant. We have recently demonstrated that S. mansoni 
schistosomula tegument (Smteg) is able to activate dendritic cells up regulate CD40 and CD86 molecules and induce a partial protection in mice 
(43e48%) when formulated with Freund’s adjuvant. In this study we evaluated the ability of Smteg þ alum or Smteg þ alum þ CpG-ODN to 
induce protection in mice. Our results demonstrate that Smteg þ alum þ CpG-ODN induced a partial reduction in worm burden (43.1%), 
reduction in the number of eggs eliminated in the feces. The protective response was associated with a predominant Th1 type of immune 
response, with increased production of specific IgG2c, IFN-g and TNF-a, B cells proliferation and CD4 cells and macrophages activation. 
  2012 Institut Pasteur. Published by Elsevier Masson SAS. All rights reserved. 
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1. Introduction 
 

Schistosomiasis is a helminthic infection that affects more 
than 200 million people worldwide with 779 million people at 
risk of infection [1]. Actually, the control strategy is mainly 
based on chemotherapy but, in spite of decades of mass 
treatment, the number of infected people remains constant. 
Moreover,  chemotherapy  cannot  prevent  re-infection,  and 
there is evidence supporting the development of drug-resistant 
parasites [2,3]. Therefore alternative control strategies, such as 
vaccine development, that could be integrated into ongoing 
control programs are needed [4]. 
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Successful vaccine formulation depends on the  use of 
immunogenic antigens together with an appropriate adjuvant 
able to induce the desirable immunological response. Adju- 
vants have empirically been used to enhance the adaptive 
immune responses elicited by the vaccination, however 
advances in the study of the  innate immune system revealed 
that many adjuvants act through the innate immune receptors 
including Toll-Like Receptors, Nod-Like Receptors, RIG-I- 
Like Receptors, and C-type Lectin Receptors directly acti- 
vating  dendritic cells  (DC) antigen  presentation and T-cell 
activation [5,6]. Aluminum salts have been commonly used as 
an adjuvant for years, however, their mechanisms of action are 
only partially understood [7,8]. Recently, Flach et al. [9] 
demonstrated  that  alum  triggers  lipid  sorting  on  dendrit ic 
cells that leads to phagocytic response and antigen uptake. 
Regardless the mechanism of action, aluminum hydroxide 
induces a Th2 response in mice, causing induction of IgG1 and 
IgE, but has low capacity to stimulate strong cellular immune 
responses [10,11]. 
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Due to its immunostimulatory activity through TLR9, 
synthetic  unmethylated  CpG  oligodeoxynucleotides  (ODN) 
has been used as experimental adjuvant in vaccine formula- 
tions [5]. CpG-ODN is able to stimulate NK cells and murine 
B cells to proliferate and secrete immunoglobulin in vitro and 
to express activation markers and to secrete pro-inflammatory 
cytokines in vivo [12,13]. The Th1-like response generally 
induced by CpG-ODN might be useful in vaccines against 
intracellular pathogens [14] and against schistosomiasis since 
protective  immunity  induced  by  immunization  depends on 
IFN-g  and TNF -a  production [15e17].  Indeed, the  use of 
CpG-ODN as adjuvant in a genetic immunization with Sm- 
p80 resulted in significant reduction in worm burden [18]. 

Recently, our group demonstrated that  Schistosoma mansoni 
schistosomula (Smteg) tegument plays an important role in 
triggering the immune response against the parasite. Smteg is 
able to activate DC leading to an increase in the expression of 
CD40 and CD86 molecules on its surface and in the production 
of IL-12 and TNF -a  [19] and induces partial protection in mice 
(43e48%) when formulated with Freund’s adjuvant [20]. 

Herein, we showed that immunization of mice with Smteg 
plus alum and CpG-ODN induced partial reduction in worm 
burden and also reduction in the number of eggs eliminated 
within  the  feces.  Smteg/alum/CpG-ODN  formulation 
increased the percentage of CD4þC D25þ cells in spleen, 
IgG2c antibodies  in  sera, IFN-g,  IL-4 and TN F-a  specific 
production by spleen cells and macrophage activation. 

 
2. Materials and methods 

 
2.1. Mice and parasites 

 
Female  C57BL/6  mice  aged  6e8  weeks  were  obtained 

from the Centro de Pesquisas René Rachou (CPqRR) fac ili- 
ties. All procedures involving animals were approved by the 
local Ethics Commission on Animal Use (CEUA) (L-005/08). 
Cercariae of S. mansoni (LE strain) were routinely maintained 
in  Biomphalaria  glabrata  snails and  obtained  by exposing 
infected snails to l ight for 1 he2 h to induce cercariae shed- 
ding. The number of cercariae and their viability were deter- 
mined using a light microscope. 

 
2.2. Tegument purification (Smteg) 

 
Cercariae from S. mansoni were mechanically transformed 

into skin-stage schi stosomula according to R amalho-Pi nto  et al. 
[21]. The tegument was removed with CaCl2  0.3 M by vortex 
agitation [22]. The tegument was separated from denuded 
bodies by centrifugation at 900 g for 1 min. The supernatants 
were pooled and centrifuged at 50,000 g for 1 h at  4   C. The 
pellet was dialyzed against 1.7% saline for 48 h and physio- 
logical saline for 24 h. This preparation was termed Smteg. 

 
2.3. Immunization of mice 

 
Female C57BL/6 mice (10 mice per group) were subcuta- 

neously immunized in the nape of the neck with 25 mg Smteg 

on days 0, 15 and 30. The antigen was formulated with alum 
or alum plus 50 mg of CpG-ODN. In the control groups, saline 
with alum or alum plus CpG-ODN was administered using the 
same immunization protocol. Blood samples were collected 
from retro orbital sinus of each mouse with an interval of 
fifteen days beginning 15 days after the first immunization. 
Serum samples were collected and stored at    20   C until use. 
Three independent experiments were performed to confirm the 
results observed. 
 
2.4. Challenge infection and parasite burden 
dete rmination 
 

Thirty  days  after  the  last  boost,  mice  were  challenge 
through percutaneous exposure of abdominal skin for 1 h in 
water containing 100 cercariae (LE strain) as described by 
Smithers and Terry [23]. Fifty days after challenge, adult 
worms were perfused from the portal system and mesenteric 
veins according to Pellegrino and Siqueira [24]. On days 48, 
49 and 50 after challenge infection, 0.5 g of fecal material 
from each mouse group were analyzed for egg burden deter- 
mination by HPJ methods [25]. In HPJ, whole sediment was 
evaluated to determine egg per gram of feces (epg). 
 
2.5. Measurement of specific antibodies 
 

The measurement of specific anti-Smteg IgG, IgG1 and 
IgG2c antibodies was performed in individual bases by ELISA 
as previously described [20]. 
 
2.6. Cytokine analysis  
 

Experiments were performed using spleen cell culture 
supernatants from five individual mice per group immunized 
with Smteg/alum; Smteg/alum/CpG and a non immunized 
group, one week after the last immunization. The cells ob- 
tained from mice spleen were washed twice in sterile saline 
and then adjusted to 1     106   cells/well. Spleen cells were 
maintained in culture at 37   C in 5% of CO2 in medium alone 
or stimulated with Smteg (25 m g/mL) or concanavalin A (Con 
A) (5 mg/mL). Culture supernatants were collected after 24 h 
stimulation to measure IL-4 and TNF-a  or 72 h stimulation to 
measure IFN-g. Cytokine assay was performed using the 
Duoset ELISA kit (R&D system, Minneapolis, MN) or Ready 
set GO (e-bioscience, San Diego, CA) according to manu- 
facturer’s instructions. 
 
2.7. Intracytoplasmatic cytokine st ain ing 
 

For intracytoplasmatic cytokine  staining, spleen cells from 4 
mice/group/experiment were adjusted to 5    105 cells per well. 
Cells were maintained in culture at 37   C in 5% of CO2  in 
medium alone or stimulated with Smteg (25 mg/mL) or Con A 
(5 m g/mL). After 16 h of culture, 1 m g/well  of brefeldin A 
(Sigma Chemical Co., St Louis, MO) was added to impair 
cytokine secretion. After 4 h of incubation, these cells were 
stained for surface markers and intracellular cytokines. Before 
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staining the cells were generally blocked with anti-mouse 
CD16/CD32 mAbs (Fc-Block, BD Pharmingen). After that, 
cells were stained for surface markers using anti-CD4 biotin 
(clone GK1.5, B D-Pharmingen), anti-CD8 FITC (clone 53-6-7, 
e-bioscience), anti-CD19 FITC (clone 1D3, BD Pharmingen) 
and anti-F4/80 biotin (clone BM8, e-bioscience) monoclonal 
antibodies and their respective isotype controls by incubation 
for 20 min with antibody solution (PBS 0.15 M, 0.5% BSA, 
2 mM NaN3) at 4   C. After a wash step with PBS 0.15 M, 0.5% 
BSA, 2 mM NaN3 cells were submitted to a further incubation 
step of 20 min with streptavidin-Percp labeled diluted 1:200 
with antibody solution at 4  C, washed and submitted to fixation 
using 2% formaldehyde solution. These cells were per- 
meabilized and further stained with PE-labeled anti-IFN-g 
(clone XMG1.2, e-bioscience), ant i-TNF -a (clone MPGXT22, 
e-bioscience), anti-IL-4 (clone 11B11, BD Pharmingen) and 
anti-IL-10 (clone JES5-16E3, e-bioscience) or APC labeled 
anti-IL-10  (clone  JES5-16E3, BD Pharmingen) monoclonal 
antibodies in PBS with 0.5% saponin. After 30 min at room 
temperature, cells were washed with permeabilization solution, 
resuspended in  PBS  and  read  using  FACSCalibur (Becton 
Dickinson, San Jose, CA). Data analysis was performed using 
a FlowJO interface (Tree Star, Ashland, OR). 

 
2.8. Immune cells activation patt ern 

 
For ex vivo cellular staining, spleen cells from 4 mice/ 

group/experiment were adjusted to 5     105   cells per well. 
Before staining, the cells were generally blocked with anti- 
mouse CD16/CD32 mAbs (Fc-Block, BD bioscience), after 
that cells were sta ined for surface markers using anti-CD4 
Biotin  (clone  GK1.5,  e-bioscience),  anti-CD8 FITC  (clone 
53-6-7, e-bioscience), anti-CD19 FITC (clone 1D3, BD 
Pharmingen),  anti-F4/80  FITC  (clone  BM8,  e-bioscience), 
anti-CD86 Biotin (cloneGL.1, e-bioscience), anti-IaB PE 
(clone M5/11414.2, e-bioscience), anti-CD25 PE (clone 
PC61.5, e-bioscience) and anti-CD69 PE (clone H1.2F3, e- 
bioscience) monoclonal antibodies and their respective isotype 
controls by incubation for 20 min with antibody solution at 
4   C, after washed with PBS 0.15 M, 0.5% BSA, 2 mM NaN3, 
cells were submitted to a further incubation step of 20 min 
with streptavidin-Percp (e-bioscience) labeled diluted 1:200 in 
antibody solution at 4   C, followed by two washes steps and 
fixation using 2% formaldehyde solution. The labeled cells 
data were obtained using FACSCalibur (Becton  Dickinson, 

San Jose, CA). Data analysis was performed using a FlowJO 
interface (Tree Star, Ashland, OR). 
 
2.9. Statistical analysis  
 

Statistical  analysis  was  performed  with  Student’s  t-test 
using the software package GraphPad Prism 4.0 (GraphPad 
Software, San Diego California USA). 
 
3. Re sults 
 
3.1. Protective response induced by Smteg immunization 
in association with two different adjuvant formulations 
 

Two   different   adjuvant   formulations   were   evaluated 
together with Smteg: Smteg/alum and Smteg/alum/CpG-ODN. 
Immunization with Smteg/alum did not result in significant 
reduction in worm burden or in the number of eggs eliminated 
in the feces compared to saline/alum control group (Table 1) 
while immunization with Smteg/alum/CpG-ODN elicited 
significant reduction in the number of adult  parasites (43.1%) 
and a significant reduction of 55.21% in the numbers of eggs 
eliminated in the feces (Table 1). 
 
3.2. Antibody responses to Smtegealum or Smtegealume 
CpG-ODN immunization 
 

Significant increased levels of anti-Smteg IgG antibodies 
were detected in the sera of Smteg immunized mice compared 
to control groups at all timepoint analyzed (Fig. 1A) regardless 
adjuvant. Smteg/alum or Smteg/alum/CpG-ODN immuniza- 
tion induced a significant increased production of specific anti- 
Smteg IgG1 compared to control groups at all timepoint 
analyzed (Fig. 1B). However, only in the group of mice 
immunized  with  Smteg/a lum/CpG-ODN  a  significant 
increased production of specific anti-Smteg IgG2c was 
observed (Fig. 1C). 
 
3.3. Immune cell profile induced by immunization 
 

Both adjuvant formulations induced an increase in the 
percentage of CD4þCD25þ cells in comparison to control 
group and no significant difference in the percentage of 
CD8þCD25þ   cells   was   observed   (Fig.   2).   Regarding 
the  CD69  expression,  an  increase  in  the  percentage  of 

 

Table 1 
Protective immune response induced in mice by Smteg immunization in different adjuvant formulation. 

Groups Worm burden recovered (mean þ SD from 
three independent experiments) 

Female                Male                   Total 

Protection levela                          Eggs/gram of 
feces (mean     SD) 

Reduction of 
egg in fecesb

 

Saline þ alum                                       18     5                21     4                40     8                                                            748     113 
Smteg þ alum                                       17     5                17     5                34     8                    8.1%                                625     6                                 16.4% 
Saline þ alum þ CpG-ODN                21     4                23     6                44     1                                                            824     295 
Smteg þ alum þ CpG-ODN               13     5                12     7                25     12                43.1%*                              369     80                               55.2%* 

*p < 0.05 compared to respective control group. 
a   Reduction in worm burden in immunized groups compared to their respective control groups (mean of three independent trials). 
b   Reduction in the number of eggs eliminated with the feces from immunized groups compared to their respective controls (mean of three independent trials). 
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than the IL-4 level detected in Smteg/alum/CpG-ODN group. 
Additionally a significant higher production, by spleen cells, 
of IFN-g and TN F-a were detected in Smteg/alum/CpG-ODN 
immunized group when compared to control group (Table 2), 
and also, a significant increased spleen cells production of 
IFN-g  and TN F-a were detected in Smteg/alum/CpG-ODN 
immunized  group  when  compared  to  Smteg/alum  group 
(Table 2). Significant increased TNF -a production was also 
detected in Smteg/alum group in comparison to control group, 
but the levels of TNF -a  detected in this group was 3.5-fold 
lower  than  the  levels  detected  in  Smteg/alum/CpG-ODN 
group. To determine the major source of cytokine produc- 
tion, we performed intracellular cytokine staining in CD4þ 
and C D8þ cells in spleen from control, Smteg/alum, Smteg/ 
alum/CpG-ODN immunized mice and control group. A 
significant increase in the percentage of C D4þTNF-aþ cells 
were observed in Smteg/alum and Smteg/alum/CpG-ODN 
under Smteg in vitro stimulation. In comparison to control 
group, an increase in the percentage of CD4þTN Fþ cells and 
CD4þIL-4þ cells were observed in Smteg/alum group under 
Smteg in vitro st imulation. Also an increase in the percentage 
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of    CD4þTNF-aþ,     CD8þIFN-g,     CD8þTNF-aþ     and 
CD8þIL-4þ  cells  was  observed in  Smteg/alum/CpG-ODN 
group   compared   to   control   group   and   in   C D4þTNF- 
aþ cells compared to Smteg/alum group (Fig. 3). 
 
3.5. Immunization effect on m acropha ges 
 

Activation status and cytokine production by macrophages 
was accessed by flow cytometry. Smteg/alum and Smteg/alum/ 

15      30       45      60      75      90     105  

Days after 1st  immunization 
 

Fig. 1. Kinetics of specific anti-Smteg IgG(A),  IgG1(B) and IgG2c(C) 
production in immunized mice. Mice were immunized with three doses of 
a vaccine formulation containing Smteg (25 mg/mice) or saline. The antigen 
and saline was formulated with alum or alum þ CpG-ODN. Sera samples were 
obtained from 10 individual mice from each group on days 15, 30, 45, 60, 75, 
90 and 105 after the first immunization dose and used in ELISA in a Smteg 
(1 mg/mL) coated plate diluted 1:100 (IgG and IgG1) or 1:200 (IgG2c). Results 
are presented as mean absorbance     SD measured at 450 nm. Statistically 
significant differences between Smteg/alum or Smteg/alum CpG and saline 
immunized groups are denoted by asterisks ( p < 0.05). Representative result 
of one from two independent experiments. 

 
C D4þCD69þ and CD8þC D69þ cells was observed in 
Smteg/alum formulation (Fig. 2A). An increased percentage in 
C D19þ cells was observed in non-stimulated and Smteg- 
stimulated  spleen cells from mice  immunized  with Smteg/ 
alum/CpG-ODN in comparison to control group and to 
Smteg/alum group (Fig. 2B). 

 
3.4. Cytokine profile induced by immunization 

 
Significant IL-4  production, a  signature  of  Th2-type  of 

immune response, was detected in the spleen cells supernatant 
from the animals immunized with Smteg/alum and Smteg/ 
alum/CpG-ODN in comparison to control group (Table 2), 
however in Smteg/alum group IL-4 levels was 2-fold higher 

CpG-ODN groups presented an increased percentage of F4/ 
80þC D86þ cells in comparison to control group. Both groups 
also showed an increased percentage of F4/80þIFN-gþ cells 
compared to control group. Nevertheless, in Smteg/alum group 
an increase in F4/80þIL-4þ cells was observed in comparison 
to control and Smteg/alum/CpG-ODN groups. Immunization, 
regardless of vaccine formulation, also induced a decrease in 
the percentage of F4/80þIL-10þ cells compared to control 
group (Fig. 4). 
 
4. Disc ussion 
 

Due to the  inability of chemotherapy to limit reinfection 
and control transmission, schistosomiasis is still  at the top of 
the list of endemic diseases of public health importance in the 
world [26]. The development of an effective vaccine against 
this disease is desirable to be used as an alternative tool in 
disease control [4]. In this context, both antigen and adjuvant 
choice represents important steps in vaccine design. Recently 
our group has demonstrated that  S. mansoni schistosomula 
tegument (Smteg) plays an important role in activating host 
immune response. In vitro, Smteg is recognized by bone 
marrow  dendritic  cells  (BMDC)  inducing  up-regulation of 
CD40 and CD86 expression and the production of IL-12 and 
TNF -a cytokines [19], Furthermore, mice immunization with 
Smteg and Freund’s adjuvant, induces partial protection 
(43%e48%) in mice [20]. 
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Fig. 2. Immune cells profile. Spleen cells obtained from four mice per group: immunized with Smteg/alum; Smteg/alum/CpG-ODN and a non immunized were 
cultured and adjusted to 5     105  cells/well, these cells were stained for surface markers using anti-CD4, anti-CD8, anti-CD25, CD69 and anti-CD19 monoclonal 
antibodies with their respective isotype controls. (A) Bar chart representing the percentage of CD4þCD25þ cells or CD4þCD69þ cells from control, Smteg/alum 
and Smteg/a lum/CpG-ODN groups. (B) Bars represent the percentage of CD19þ cells in control, Smteg/alum and Smteg/alum/CpG-ODN groups. The white bars 
represent the percentage of CD19þ cells in non-stimulated culture, gray bars represent Con A-stimulated culture and black bars represent Smteg-stimulated 
culture. Asterisk denotes differences between non-stimulated cells and Con A or Smteg in the same group while statistically significant differences to control, 
Smteg/alum or Smteg/alum CpG-ODN groups are indicated to the letter a, b or c  respectively ( p < 0.05). Representative result of one from two independent 
experiments. 

 

 
 

Herein we immunized mice with Smteg/alum or Smteg/ 
alum/CpG-ODN in order to evaluate the ability of both 
formulations to induce protection. Mice immunization with 
Smteg/alum elicited no protection while immunization with 
Smteg/alum/CpG-ODN led to a significant reduction in worm 
burden and in the number of eggs eliminated with the feces. 
Although  alum  has  been  safely  and  successfully  used  in 

several  of  licensed   vaccine,  its   inability   to   elicit   cell- 
mediated   immune   response   and   [27,28]   Th1   response 
[29,30] has been described. On the other hand, several re- 
searchers have shown that CpG-ODN up regulates antigen- 
presentation molecules expression, induces a Th1 type of 
immune response and promotes immunoglobulin (Ig) isotype 
switching [31e33]. 

Table 2 
Cytokine production by immunized mice. 

Control                                                                   Smteg þ alum                                                          Smteg þ alum þ CpG-ODN 

Non-stimulated             Smteg-stimulated             Non-stimulated             Smteg-stimulated                Non-stimulated            Smteg-stimulated 

IFN-g              50.0     28.9                  1224.0     522.1                 0.4     0.2                    1735.0     485.3                   86.1     86.1                  7834.0     535.9***aaa
 

IL-4                   0.0     0.0                          0.0     0.0                   25.0     25.0                  5963.0     1506.0**               0.3     0.3                    3288.0     789.0* 
TNF-a            23.5     23.5                      49.6     28.5                   0.0     0.0                      166.7     71.9*                     0.4     0.2                      591.0     77.1***a

 

Significant difference compared to Smteg þ alum group ap < 0.05, aaap < 0.001. 
Significant difference compared to non-stimulated cells *p < 0.05, **p < 0.005, ***p < 0.001. 
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Fig. 3. Intracytoplasmatic cytokine staining in lymphocyte subpopulations. Mice were immunized with three doses of a vaccine formulation containing Smteg/ 
a lum, Smteg/alum/CpG-ODN or saline. Ten days after the last immunization dose, mice were sacrificed and spleen cells were obtained from each individual 
mouse. CD4þ and CD8þ production of IFN-g, IL-4, TNF-a, IL-10 in response to Con A (5 mg/mL) or Smteg (25 mg/mL) in vitro stimulation were determined. 
Bars represent the mean     SD of the percentage of CD4þ or CD8þ cytokineþ cells in non-stimulated, Con A-stimulated and Smteg-stimulated cells. Statistically 
significant differences between Con A or Smteg stimulated cells and non-stimulated cells are denoted by an asterisk. Statistically significant differences to control, 
Smteg/alum or Smteg/alum CpG-ODN groups are indicated to the letter a, b or c respectively ( p < 0.05). Data represent the mean values of two independent 
experiments with 4 animals/group each. 

 
 

Protective immunity against S. mansoni involves both 
cellular and humoral immune responses [15]. In our study, 
both Smteg/alum and Smteg/alum/CpG-ODN induced signif- 
icant production of specific IgG antibodies, but only in Smteg/ 
alum/CpG-ODN group a significant production of IgG2c 
against Smteg was detected. The same immunoglobulin profile 
was observed in Smteg/CFA/IFA formulation that a lso elicited 
protection against challenge infection in mice [20]. Similar 
immunoglobulin profile has been associated with protection 
when other schistosome antigens were tested [17,34,35]. 

The ability of CpG motifs to induce B cell proliferation 
has been described by Krieg and co-workers in 1995 [13]. 
Indeed CpG-ODN (1826) used in our immunization protocol 
belongs to class B CpG, that is known to induce strong B cell 
responses [36]. Indeed a higher percentage of CD19þ cells 
were detected in spleen from Smteg/alum/CpG-ODN 
immunized mice in comparison to Smteg/alum and control 

groups even under no stimulation. Also, Smteg in vitro 
stimulation resulted in significant increase in the percentage 
of C D19þ cells in Smteg/alum/CpG-ODN immunized mice, 
indicating that this formulation induce B cell proliferation in 
spleen. 

CD69 and CD25 are early and late activation markers for 
antigen-specific stimula ted T-cells, respectively [37]. Both 
formulations tested in our study were able to activate CD4þ 
cells, although Smteg/alum seems to induce a delayed CD4þ 
activation, supported by the high percentage of C D4þCD69þ 
early activated cells observed in this group 10 days after the last 
immunization dose. CD8 T cell prime has been reported in 
human immunization with alum as adjuvant [38,39], herein 
a significant increase in C D8þC D69þ cells was observed in 
Smteg/alum group. 

Cytokine measurement in spleen cells culture supernatant 
demonstrated  that  the  cytokine  profile induced  by  vaccine 



 

 

94 

 

 

 

 

 
 

Fig. 4. Smteg þ alum and Smteg þ alum þ CpG-ODN induce up-regulation of CD86 expression on macrophages and increased cytokine production. Spleen cells 
obtained from four mice per group: immunized with Smteg/alum; Smteg/alum/CpG-ODN and a non-immunized were cultured and stained for surface markers 
using anti-F4/80, anti-IaB and anti-CD86 monoclonal antibodies with their respective isotype controls. For cytokine assay, intracellular staining of IFN-g, IL-4, 
TNF-a, IL-10 of F4/80þ cells in response to Smteg (25 mg/mL) or Con A (5 mg/mL) in vitro stimulation. (A) Graphics show the mean fluorescence intensity (MFI) 
of CD86 in F480þIaBþ cells in the control, Smteg þ alum and Smteg þ alum þ CpG-ODN groups measured by flow cytometry. (B, C, D): Bars represent the 
mean     SD of ex vivo cytokine production in control (B), Smteg/alum (C) and Smteg/alum/CpG-ODN (D) groups. Statistically significant differences between 
Smteg/alum or Smteg/alum/CpG group compared to control group are denoted by the letter a ( p < 0.05). Statistically significant differences in the percentage F4/ 
80þ cytokineþ cells between control, Smteg/alum and Smteg/a lum/CpG groups are denoted by the letters a, b and c respectively (*p < 0.05). 

 

 
 

formulations differs, while immunization with Smteg/alum 
leads to a predominant Th2 type of immune response with 
significant production of IL-4, immunization with Smteg/ 
alum/CpG-ODN leads to a mixed type of immune response 
with significant production of IFN-g and IL-4. Both formu- 
lations lead to significant production of TN F-a. The role of 
IFN-g and TNF -a  in protective immunity against schistoso- 
miasis has been described [15e17,40,41]. The protection 
induced by irradiated cercaria vaccine, an important immu- 
nization model to study protection mechanism in schistoso- 
miasis, involves a  cell-mediated immune mechanism, 
dependent on CD4þ T lymphocytes, IFN-g and TNF-a  that 
correlates with macrophages activation and nitric  oxide 
production [15,16,42e44]. 

The major source of TN F-a production in Smteg/alum and 
Smteg/alum/CpG-ODN groups seems to be C D4þ and both 
CD4þ and C D8þ cells, respectively, since an increased 
percentage of these double positive cells were detected in the 
spleen from immunized mice. C D8þ cells may contribute to 
IFN-g and IL-4 production in Smteg/alum/CpG-ODN group, 
since a significant increase in the percentage of these cytokine 
producing cells were observed in comparison to control group. 
Macrophages and Nitric Oxide (NO) production have been 
described to be important in mediating parasite killing in 
vaccination-induced protective immunity [44]. Both Smteg/ 

alum and Smteg/alum/CpG-ODN formulations were able to 
induce macrophage activation as demonstrated by an increased 
expression of CD86 in F4/80þ spleen cells from both groups. 
Nevertheless, different cytokine production in F4/ 80þ cells 
was observed in these groups. While macrophages from 
Smteg/alum immunized mice produced significant levels of 
IFN-g and IL-4 compared to control group, Smteg/alum/CpG- 
ODN macrophages produced only significant levels of IFN-g. 
IL-4 production by macrophage has been described in vivo and 
in vitro [45e47] and contributes to the Th1/Th2 balance. 

Several   studies   demonstrate   that   microbial   products 
together with IFN-g activate macrophages to induce micro- 
bicidal activity in Th1-dominant response, while Th2 profile 
alternatively activate macrophages using IL-4 and IL-13 
[48e50]. Alternatively, activated macrophages play an 
important  role in resolving the damage  caused by parasite 
infection [48e50]. Our results, demonstrate that CpG-ODN 
used as adjuvant together with Smteg in a vaccine formula- 
tion against schistosomiasis induces a protective immune 
response associated with B cell proliferation, CD4 and 
macrophage activation and a mixed Th1/Th2 response with 
a predominant type 1 response with high IFN-g and TNF-a 
production that results in increased IgG2c specific production. 
Although  Smteg/alum/CpG-ODN did  not  significantly 
increase the protection levels induced by Smteg plus Freund’s 
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formulation, it represents an alternative adjuvant to be used 
instead of Freund’s that is known to induce a strong inflam- 
matory response and therefore is not consider a safe adjuvant 
to be used in humans. 
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Uma vez que verificamos que os anticorpos específicos contra o tegumento 

encontravam-se em níveis mais elevados em camundongos imunizados e protegidos (Teixeira 

de Melo et al., 2010; Teixeira de Melo et al., 2012), passamos a investigar se estes anticorpos 

estavam diretamente envolvidos na eliminação do parasito ou simplesmente representavam 

um marcador de ativação da resposta do hospedeiro.  Sendo assim, avaliamos se os anticorpos 

eram capazes de se ligar à superfície de esquistossômulos de Schistosoma mansoni in vitro 

por fluorescência. Apenas esquistossômulos que entraram em contato com soro de 

camundongos vacinados com Smteg tornaram-se fluorescentes ao serem incubados com o 

anticorpo secundário. Este resultado confirma que os anticorpos produzidos em resposta a 

imunização são capazes de reconhecer e se ligar a proteínas da superfície dos parasitos, 

sugerindo que estes poderiam estar envolvidos na eliminação dos mesmos. Foi avaliado 

também se a ativação do sistema do complemento pela via clássica seria capaz de promover a 

morte de esquistossômulos in vitro. Para isso, foram realizados ensaios de citotoxicidade in 

vitro com cultura de esquistossômulos recém transformados e que entraram em contato com 

soro inativado de camundongos inoculados com salina + CFA/IFA ou Smteg + CFA/IFA 

juntamente com o complemento ativo ou inativado. Demonstrou-se que o sistema do 

complemento é capaz de promover a morte dos parasitos in vitro e que a presença de 

anticorpos específicos, levando a ativação do complemento pela via clássica aumenta ainda 

mais a capacidade do complemento eliminar os esquistossômulos. Para avaliar, in vivo, o 

papel dos anticorpos na eliminação do parasito em nosso modelo de vacinação, foi realizado 

um ensaio no qual os anticorpos específicos foram transferidos para um camundongo 

recipiente “naive”. Soro proveniente de camundongos vacinados com Salina + CFA/IFA ou 

Smteg + CFA/IFA foi transferido para camundongos que foram, então, Infectados com 100 

cercárias. Observou-se uma redução significativa de 27% da carga parasitária de 

camundongos que receberam soro contendo anticorpos anti-Smteg em relação aos 

camundongos que receberam soro não imune, além de uma redução significativa de 37% e 

47% no número de ovos presos no intestino e fígado destes animais, respectivamente (Melo et 

al., 2014). 
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SUMMARY 
 

The Schistosoma  mansoni  schistosomula tegument (Smteg) 

plays  an  important   role  in   triggering   the  host  immune 
response  and  mice  immunization  with  Smteg  formulated 
with Freunds adjuvant or alum + CpG induce partial  protec- 

tion   against    S. mansoni    infection   associated    with   an 

increased antibody production. In this study, we investigated 
the role of these antibodies in parasite  killing both in vitro 
and  in   vivo.  We  demonstrated  that  these  antibodies  were 

able  to  bind  to  the  surface  of  S. mansoni  recently  trans- 
formed schistosomula and that  these antibodies significantly 

increase  the  percentage  of schistosomula killed in vitro  by 
complement activation.  Passive transference  of immune sera 

decreased   the  parasite   burden  and   the  number  of  eggs 
trapped  in the organs  of mice that  received sera  containing 

anti-Smteg  antibodies.  These results  demonstrate  that  anti- 
bodies specific to  surface  tegumental  antigens  are  involved 

in  parasite  elimination in mice immunized with Smteg. 

 
Keywords antischistosomula    surface    proteins    antibodies, 
protection, Schistosoma  mansoni,  schistosomula 

 
 

IN TR O DU C T I ON  
 

Schistosomiasis  remains a serious public health  problem  in  

76 countries  and  territories  of  the  world  with   more  than 
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200 million individuals  infected  and  causing  annual  losses 
of 10 4 million in DALYs  (1, 2). The current  control  pro- 

gramme  is based  on chemotherapy with praziquantel that 
has  limit  effect  in  disease  transmiss ion and  also  do  not 

prevent  re-infection  (3, 4). The  control  of schistosomiasis 
would   be   greatly   improved   by   the   development   of   a 

vaccine,  and  to   develop  an  effective vaccine  formulation, 
the choice of a good  antigen  and  the study of the protec- 

tive immune  mechanisms  involved  in  parasite  elimination 
are essential. 

Recently,   our   group   demonstrated   that   Schistosoma 
mansoni schistosomula  (Smteg)  tegument  plays  an  impor- 

tant   ro le  in  triggering  the  immune  response  against  the 
parasite.  This  antigen  is able  to  activate  upregulation  of 

CD40  and  CD86  expressions  in  dendritic   cells  (5)  and 
induce  a partial  protection in mice when  formulated with 
Freunds  adjuvant  (43–48%) (6) or alum + CpG-ODN  (7). 

The  protective  response  was  associated  with  a  predomi- 
nant  Th1 type of immune response, with increased produc- 

tion of specific antibodies. 
Antibodies    have    previously    being    reported    to    be 

involved in schistosome  elimination.  In rats,  IgG2a  isotype 
against  the parasite  has been reported  as a lethal ant ibody 
(8). In  the  irradiated cercariae  vaccine,  B cells as well as 

IFN-g  and CD4+ cells play import ant roles in parasite 
elimination  (9, 10). Antibodies  against  Sm-p80,  a vaccine 
candidate,  have also been reported  to be involved in para- 

site elimination  through  an   antibody-dependent  cell-m edi- 
ated   cytotoxicity   (ADCC)   mechanism   (11).  In  humans, 

antibodies against surface parasite antigens have been 
associated with  resistance to re-infection  (12). 

The   mechanisms   by   which   antibodies    may   mediate 

parasite   death   are   ADCC   and   complement   activation. 

Although  parasite  became  resistant  to  killing  by comple- 
ment activation  as it matures  in the host (13), some studies 
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demonstrate that  complement  activation  must be an impor- 

tant  parasite  elimination  mechanism  in  the  beginning  of 

the infection (14). Regarding  antibody-dependent cell- 
mediated  cytotoxicity  (ADCC)  mechanism, many cells have 
demonstrated  to promote  parasite killing as eosinophils, 

macrophages and platelets (15–17). 
In  this  study,  we investigated  the  ro le of the  antibodies  

produced   by  Smteg-immunized   mice  in   parasite   killing 
both   in  vitro  and   in  vivo. We  dem ons trated  that   these 

antibodies  were able to  bind  to  the  surface  of S. mansoni 
recently  transformed  schistosomula   and  that   these  anti- 

bodies  significantly  increase  the  percentage   of  schistoso- 
mula killed in vitro by complement  activation.  Passive 

transference   of  immune   sera  significantly  decreased   the 
parasite  burden   and  the  number  of  eggs  trapped   in  the 

organs of mice that received sera containing  anti-Sm teg 
antibodies  indicating  that  antibodies  play a role in parasite 

elimination  in those mice immunized with  Smteg. 
 
 

METHODS 
 

Mice and parasites 
 

Female  C57BL/6 mice aged 6–8 weeks were obtained  from 
Centro  de Pesquisas  Ren e Rachou  (CPqRR) facility – FI- 

OCRUZ (Funda cao Oswaldo  Cruz).  Cercariae  of Schisto- 
soma mansoni (LE  satrain)  were maintained routinely  on 

Biomphalaria  glabrata  snails at CPqRR  and were obtained 
by  exposing  infected  snails  to  light  for  1–2 h  to  induce 

shedding.  Cercarial  numbers  and  its  viability  were deter- 
mined using a light microscope.  Cercariae  from S. mansoni 

were  mechanically  transformed  into  skin-stage  schistoso- 
mula  according  to   Ramalho-Pint o  et al.  (18)  with  some 

modifications.  Briefly, cercariae  were incubated  on  ice for 
30 min  and  then  centrifuged  at  1800 g for  3 min  at  4°C. 

The  cercariae  were resuspended  in  cold  Glasgow  medium 
(Sigma-Aldrich,  St. Louis, MO, USA) containing  1% peni- 

cillin /streptomycin   supplemented   with   10%  foetal  bovine 
sera.  The tails were broken  by vortexing  in h igh speed for 
2 min  and  removed  through   several  washing  steps  with 

Glasgow   medium.   The  schistosomula   were  cultured   for 
90 min at 37°C in  medium. 

 
 

Detection of specific antibodies on the surface of 
schistosomula 

 

Schistosomula  were  placed  in  microtubes   of  1 5 mL  and 
washed  three  times  with  DMEM  without   foetal  bovine 

sera by centrifugation at  1800 g/5 min. The schistosomula 
were  fixed  in  PBS + 1%  formaldehyde   for  1 h  at  4°C. 

After  this  period,  schistosomula  were washed  in PBS and 
incubated  in RPMI  for  30 min.  A second  wash  step  was 

performed,   and   parasites   were  incubated   in  PBS + 1% 

BSA  for  30 min.  After  a  third   wash  step,  schistosomula 

were incubated  overnight  with  sera  from  mice inoculated 
with saline + complete/incomplete Freund  adjuvant  (CFA/ 
IFA)  or  immunized  with  Smteg + CFA/ IFA as  described 

by  Teixeira   de  Melo   et al.  (2010)  (6)  diluted   1:100  in 
PBS + 1%  BSA.  After  this  process,   schistosomula   were 

washed  with  PBS + 1% BSA for  three  times  as described 
above,  incubated  in RPMI  for  30 min,  washed  and  incu- 

bated   in  PBS + BSA  1%  for  30 min.  The  detection   of 
bound  antibodies  in schistosomula  tegument  was observed 

by  incubating   the  parasite  with  a  FITC-conjugated anti- 
mouse IgG  (Sigma-Aldrich)  fluorescent  secondary  antisera 

for 2 h at room  tem perature, in the dark.  Finally,  schistos- 
omula were washed three times  with PBS by centrifugation 

at 1800 g/5  min, and three slides were assembled using the 
antifading   Mowiol   (Sigma-Aldrich)   to   preserve  fluores- 

cence. Antibody binding to schistosomula tegument was 
evaluated   by  fluorescence   microscopy,   ImageJ   program  

was used to  determine  fluorescence  level in the  schistoso- 
mula tegument. 
 
 
Cytotoxicity assay 
 
Fifty  schistosomula   per  well were  placed  in  96-well flat 

bottom  with  100 lL of  Glasgow  culture  medium  supple- 
mented with 10% foetal bovine sera. Inactivated sera from  

mice  inoculated   with    saline + CFA/IFA  or   from   mice 
immunized  with  Smteg + CFA/IFA diluted  1 :10 in  Glas- 
gow medium  were added  to  plate  wells and  incubated  for 

30 min at 37°C, 5% CO2.  After  this period,  inactivated  or 
active  complement   from  guinea  pigs  (Sigma-Aldrich)   at 

1:10 dilution  was added  to   each  well. As controls  to  the 
assay,  schistosomula  were  incubated  with  medium  alone, 
with  sera  alone   or  with   complement   from   guinea  pigs 

alone.  The plate  was then  incubated  for 16 h at  37°C, 5% 
CO2,   and  to evaluate  parasite  viability, schistosomula  were 

stained   with   1.5 lg/well  of  acridine   orange   fluorescent 

probes  (stain  viable  parasite)   and  5 lg/well  of  ethidium 
bromide   (stain  dead  parasites).   The  plate  was  incubated 
for 20 min at 37°C, 5% CO2   and washed  three  times with 

Glasgow  medium  at 37°C to remove unbound probes.  The 

percentage  of  dead/live  schistosomula  was determined  by 
counting  three  times  20 lL/well in  a  fluorescence  micro- 
scope. Two independent  assays were performed. 
 
 
Passive transfer of antibodies 
 
Sera   from   mice   inoculated   with   saline + CFA/IFA  or 

Smteg + C FA/IFA as described  by Teixeira de Melo  et al. 
(2010) (6) were collected 30 days  after  the  last immuniza- 
tion  and  inactivated  at  56°C/30 min to  be used in passive 
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sera transfer protocols.  Forty-five animals were d ivided 
randomly   in  three  groups  of  15 animals  each:  a  contro l 

group  that  did  not  received  sera  transfer;  a  saline  group 
that     received    sera    from     animals     inoculated     with 

saline + CFA/IFA and  a  Smteg  group  that  received  sera 
from   animals   immunized   with  Smteg + CFA/IFA.  Mice 

received  three  intravenously   inoculation of  sera  (200 lL) 
via the  tail  vein.  The  inoculation occurred  8 days  before 

infection,  the  second  3 days  before  the  infection  and  the 
th ird  on the day of the percutaneous  infection  of the ani- 
mals  with  100  cercariae/mouse   from  de  S. mansoni  LE 

strain.  Fifty  days  after  infection,  mice were  perfused  for 

the recovery of worms  according  to Pellegrino  and  Sique- 
ira,  1956 technique  (19). At  the  same  time,  the  liver and 
in testine  from  each mouse were collected, digested in 10% 

KOH  as previously  described  (6) to determine  the number 
of  eggs trapped   in  these  organs.  Two  independent   assays 

were performed. 
 
 

Statistical  analysis  
 

Statistical  analyses were performed  using t-student  test for 
parasitological analyses and chi-square test for in vitro 

cytotoxicity assay analyses using the software package 
GraphPad  Prism   5.0  (GraphPad  Software,   San   Diego, 

CA, USA). 
 
 

Ethics 
 

All  procedures   involving  animals  were  approved   by  the 
local Ethical Commission of Animal Use (CEUA) from 

FIOCRUZ under  licence number:  LW-26/12. 
 
 

RESULTS  
 

To  evaluate  whether  the  antibodies  produced  in   response 
to  mice immunization with Smteg + CFA/ IFA were able to 

bind proteins expressed in schistosomula surface, an 
immunofluorescence staining was performed in newly 
trans formed schistosomula.  The  Figure  1(a–d)  is a  repre- 

sentative  picture  of the results observed in immunofl uores- 
cence staining,  and  fluorescence  intensity  was determined 

in   schistosomula  incubated  with  sera  from  saline + C FA/ 
IFA  or  Smteg + C FA/IFA immunized  mice using  imageJ 

program;  the results (Figure  1e) demonstrate that  antibod- 
ies   present    in   the   sera   from   mice   immunized   with 

Smteg + CFA/IFA  recognized   molecules  in  the  parasite 
surface. 

Furthermore, we evaluated  whether  complement  activa- 
tion  could  promote  schistosomula  death  in vitro. For  this, 

a  cytotoxicity   assay  was  performed   using  newly  trans- 
formed  schistosomula  that  came  into  contact  with  inacti- 

vated sera from mice inoculated  with saline + CFA/ IFA or 
Smteg + CFA/ IFA together  with  an  active  or  inactivated  

complement  source  from  guinea  pigs. Figure  1f represents 
the  results  obtained  in two  independent  assays  and  dem- 

onstrates    that    alternative    complement    activation    can  
promote   schistosomula  death  in vitro,  but  the  percentage 

of dead schistosomula  significantly increase when the clas- 
sical complement  pathway is activated by Smteg-specific 

antibodies. 
In  order  to  evaluate  the role of Smteg-specific antibod- 

ies in  parasite  elimination  in vivo, sera  from  mice immu- 

nized  with  Saline + C FA/IFA  or  Smteg + CFA/ IFA were 

transferred  to  na€ıve  recipients.  Analyses  of  the  parasite 
burden  and  of the number  of eggs trapped  in host organs, 
performed fifty days after challenge infection with 100 

cercariae,  demonstrate a significant  decrease of 27% in the 
parasite  burden  in mice that  received sera containing  anti- 

Smteg  antibodies  compared  with  mice that  received  non- 
immune  sera  (Figure  1g). Also  a  significant  reduction  of 

37% and  47% in number  of eggs trapped  in the  intestine 
and  liver of  these  animals,  respectively  (Figure1h  and  i), 
was observed  in mice that  received immune sera. 
 
 
DISCUSSION 
 
Recently,   studies  performed   by  our  group   have  demon- 

strated   that   mice  immunization  with  Smteg  in  different 
vaccine formulations induced a significant production of 

specific antibodies (6, 7). Whether these antibodies were 
directly  involved  in parasite  elimination  or  only  represent 

a hallmark  of host  immune  response  activation  still unde- 
termined.  The  results  on  immunofluorescence staining  of 

schistosomula  using sera from mice immunized with Smteg 
or  saline demonstrated that  the antibodies  produced  after 

immunization recognize and  bind  to parasite  surface  anti- 
gens.  Demonstrat ing  that   surface  schistosomula   proteins 

are constituents  of the Smteg preparation and suggest that 
these  antibodies  could  be involved  in parasite  elimination 

either by classical complement  activation  or by ADCC. 
Classical   and   alternative    complement   activation    has 

been previously  demons trated to promote  the death  of the 
young  schistosomula   in   vitro  and  in  vivo (13,  14).  Our 

results demonstrate that  either alternative  or classical com- 
plement  activation  is able to promote  schistosomula  death  

in vitro; however,  the  presence  of anti-Smteg-specific  anti- 
bodies  bounds   to  parasite   surface  increased  significantly 

the  percentage  of killed parasite.  If these  classical activa- 
tion are involved in the elimination  of skin-stage schistoso- 

mula  in  vivo still  to  be  determined,   nevertheless  passive 
transfer   of  sera   from   mice  immunized   with   Smteg   or 
Saline  to  a  naïve  recipient  demonstrated that  anti-Smteg 

antibodies   are  involved  in  parasite   elimination   in  vivo, 
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Figure 1 The role of anti-Smteg  antibodies  in S. mansoni elimination.  Newly transformed schistosomula  were incubated  with sera  from 
mice inoculated  with saline + CFA/IFA (a–b) or immunized with Schistosoma mansoni schistosomula  tegument  (Smteg) + CFA/IFA (c–d). 
Antibody  reactivity to surface schistosomula  proteins  were detected by a secondary  anti-mouse  IgG-FITC-conjugated antibody, the mean 
fluorescence intensity in the schistosomula  tegument  a fter incubation with sera from mice immunized with saline or with Smteg and anti- 
IgG-FITC-conjugated antibody  was determined  using ImageJ in four schistosomula   per treatment (e). Significant differences between 
treatments determined  by Mann–Whitney test are pointed  in the graphic  (e). Complement  activation  and cytotoxicity  in schistosomula 
were assessed in vitro (f). The viability of schistosomula  was observed  by fluorescence microscopy.  Bars represent  the percentage  of dead 
schistosomula  of two independent  experiments  + SD. Three wells per treatment were analysed in each experiment.  Significant differences in 
the percentage  of dead parasite  in comparison with wells that  contain  schistosomula  with medium are denoted  by an asterisk  (P < 0 05). 
Other  statistically  significant differences are pointed  in the graphic.  Post-challenge  infection determination of worm burden  (g), eggs 
number  in the intestine (h) or liver (i) from mice that  received intravenous transference  of sera from saline inoculated  animals (white bars) 
and Smteg-immunized  animals (black bars). Grey bars represent  the results from challenge infection control  group.  Bars represent  the 
mean values      SD of two independent  assays with 15 animals for group  in each assay. Statistically  significant differences between groups 
are pointed  in the graphic. 

 
because  a significant  reduction  in parasite  burden  and  in  

the number  of eggs trapped  in the liver and  intestine  were 
observed  in challenged  mice, which received immune  sera. 

The  reduction   in  the  number   of  eggs  trapped   in   these 
organs  reflects the reduction  in the worm burden  and does 

not  represent   a  reduction   in  worm  fecundity  (data   not  
shown). 

The  role  of  B  cells  and  antibodies   has  been  demon- 
strated  in  mice imm unization protocols  using formulation  

with  irradiated cercariae  and  Sm-p80.  Passive  transfer  of 

sera from mice that had been exposed to two or three 

immunizations  with   50-kilorad   gamma-irradiated   cerca- 
riae, a vaccine formulation that  induces high levels of 

protection  reduced   significantly   (20–50%)  the   parasite 
burden   in  challenged  recipients  (20).  Passive  transfer   of 

sera from  mice or  IgG  purified  from  baboons  immunized 
with  Sm-p80  conferred  a  31–45% protection in  the  chal- 

lenged recipients (11). 
The  mechanism  involved  in in vivo parasite  eli mination 

mediated  by  anti-Smteg  antibodies  still  to  be  elucidated. 
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Both  classical complement  activation  and  ADCC  may  be 

involved.  Classical  complement  activation  could  be acting 
at  skin  level promoti ng newly transformed schistosomula 

death,  because the parasite  develops evasion strategies  and 
became  refractional  to  complement   activation   (21) while 

ADCC  could be taking  place in both  skin and lung levels. 
This hypothesis  is still to be investigated.  Nevertheless,  our 
results  dem onstrate  that   antibodies   can  be  used  in  the 

identification  of protective antigens in  the schistosomula 

tegument,  to be used in a subunit  vaccine formulat ion. 
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Uma vez observada a importância dos anticorpos presentes no soro de camundongos 

imunizados com Smteg na eliminação do parasito, foi realizada uma combinação de análises 

proteômicas e sorológicas através do Western-blotting bidimensional (2D-WB) para 

identificar as proteínas presentes no tegumento de esquistossômulos que são reconhecidas por 

anticorpos presentes neste soro. Antes de iniciarmos a eletroforese bidimensional das 

proteínas presentes no tegumento, a amostra do Smteg foi submetida à eletroforese 

unidimensional para observarmos a qualidade do extrato protéico. Foram aplicadas nas 

canaletas do gel de poliacrilamida 1μg (canaleta 1), 3μg (canaleta 2) e 5μg (canaleta 3) de 

proteínas do Smteg e este gel foi corado por Nitrato de Prata. Como observado na figura 11,as 

proteínas encontravam-se íntegras, não degradadas, uma vez que foram observadas bandas 

bem definidas tanto de alta quanto de baixa massa molecular. 

 

 

Figura 11: Perfil eletroforético unidimensional de extrato proteico do tegumento 

(Smteg) de esquistossômulos de S. mansoni. 1μg (canaleta 1), 3μg (canaleta 2) e 5μg 

(canaleta 3) de proteínas do Smteg foram separadas por eletroforese unidimensional e corado 

por nitrato de prata. PM: Padrão de peso molecular Broad Range (Bio-Rad). 
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Após esta etapa, realizou-se a separação das proteínas do tegumento de 

esquistossômulos de Schistosoma mansoni através da eletroforese bidimensional (2-DE). 

Foram aplicados 100μg de extrato proteico sobre as fitas de IPG de 7 cm, pH 3-10NL, para 

separação das proteínas na primeira dimensão e, na segunda dimensão, as proteínas foram 

separadas por SDS-PAGE 12%. A coloração do gel foi realizada por Azul de Coomassie 

Coloidal. Foi observado um grande número de spots bem definidos e com poucos arrastes ao 

longo de toda faixa de pH e massa molecular (Fig. 12). 

 

Figura 12: Perfil eletroforético bidimensional do extrato proteico do tegumento de 

esquistossômulos de Schistosoma mansoni (Smteg). 100 μg de proteína total foi separada 

por eletroforese bidimensional utilizando fitas de IPG de 7cm, pH 3-10NL e SDS-PAGE 

12%. O gel foi corado com Azul de Coomassie Coloidal. Utilizou-se 7μL do padrão de peso 

molecular Benchmark (Invitrogen). 

 Uma vez estabelecidas as condições de separação das proteínas de Smteg por 

eletroforese bidimensional foram realizados os experimentos de Western-blotting 

bidimensional (2D-WB) utilizando pool de soro de camundongos inoculados com PBS ou 

imunizados com Smteg. Foram realizados dois experimentos independentes. Vários spots 
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imunorreativos foram observados quando foi utilizado o soro de camundongos imunizados 

com Smteg (Fig. 13 A2 e B2), enquanto nenhum spot foi visualizado com soro dos 

camundongos inoculados com PBS (Fig 13 A3 e B3). Alguns spots imunorreativos foram 

localizados no gel correspondente corado por Azul de Coomassie Coloidal (Fig. 13 A1 e B1), 

sendo excisados destes géis um total de 63 spots. Os mesmos foram digeridos com tripsina e 

submetidos à identificação por espectrometria de massas. Alguns destes spots estão 

representados por círculos na figura 13. 
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Figura 13: 2D-PAGE e respectivos 2D-WB de extrato proteico do tegumento de 

esquistossômulos do Schistosoma mansoni.  (A) e (B) representam dois experimentos 

independentes. (A.1) e (B.1) indicam 2D-PAGE de 100μg do extrato protéico de Smteg e os 

géis foram corados por Azul de Coomassie Coloidal. Padrão de peso molecular Benchmark 

(Invitrogen). Foram utilizadas fitas de IPG de 7cm, pH 3-10NL e SDS-PAGE 12%. (A.2) e 

(B.2) representam seus respectivos 2D-WB, nos quais, após transferência das proteínas para 

membranas de PVDF, estas foram incubadas com soro de camundongos imunizados com 

Smteg e, posteriormente incubadas com anti-IgG total de camundongo conjugado a 

peroxidase. Círculos indicam as proteínas reconhecidas pelos anticorpos no 2D-WB e que 
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foram excisadas do gel correspondente corado por Azul de Coomassie Coloidal. A.3 e B.3 

representam os controles negativos do 2D-WB, nos quais as membranas foram primeiramente 

incubadas com soro de camundongos inoculados com PBS e, posteriormente, incubadas com 

anti-IgG total de camundongo conjugado a peroxidase.  

Dos 63 spots excisados, 42 foram identificados por espectrometria de massas. Uma 

vez que tais spots foram excisados de dois géis independentes correspondentes aos dois 

experimentos de 2D-WB realizados, alguns foram identificados como sendo a mesma 

proteína. Além disso, spots com pequena variação de pI foram identificados como sendo a 

mesma proteína, possivelmente com diferentes modificações pós-traducionais.  

Dos 42 spots identificados, 22 apresentaram identificação com proteínas do S. 

mansoni, sendo 18 deles com pelo menos 1 peptídeo que possui score indicativo de 

identidade ou extensiva homologia. Estes correspondem às proteínas listadas na tabela 4. Por 

outro lado, outros 20 spots não apresentaram hit de identificação com nenhuma proteína de S. 

mansoni, sendo que 10 destes possuíam pelo menos 1 peptídeo com score indicativo de 

identidade ou extensiva homologia com proteínas de outras espécies. Entretanto, ao se realizar 

um BLAST contra apenas proteínas de espécies de Schistosomas com a sequência de proteína 

correspondente a estes spots com score significativo, todos apresentaram identidade acima de 

80% com actina do Schistosoma mansoni. 

Para dar continuidade às análises in sílico, foram selecionadosos 18 spots identificados 

como sendo proteínas do Schistosoma mansoni e que apresentaram pelo menos 1 peptídeo 

com score significativo. Após a avaliação da localização celular, solubilidade, similaridade 

com proteínas de outras espécies (1. Humana, 2. Outros Schistosomas. 3. outros helmintos),  

predição para epitopos de células B e T, sítios de glicosilação e adição de âncoras de GPI foi 

elaborada uma tabela que mostra tais resultados (Tabela 3). 
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Tabela 3: Análise in silico das proteínas do tegumento do esquistossômulo do Schistosoma mansoni identificadas por espectrometria de 

massas. 

Spots Massa Molecular 
Teórica 

(Da) 

Ponto 
Isoelétrico 
(teórico) 

Localização celular Solubilidade Similaridade com 
proteínas de outras 
espécies: 1.Humana         

2. Outros Schistosomas 
 3. outros helmintos 

Epitopos de Células B Epitopos de Células T Sítios de 
glicosilação 

Sítio de adição de âncora de GPI 

6 (36) 28736 4.85 Citoplasmática Solúvel 1. 95% 14.3.3 episilon; 2. 
100% S. japonicum; 3. Não 

- - Não glicosilada Não encontrado nenhum potencial 

sítio 

12, 19 (20, 
33,46) 

41705 5.3 Citoplasmática Solúvel 1. Não; 2.98% S. 
japonicum; 3. Não 

Em 7 sítios; score entre 
0,783 e 0,996 

Presente Em 1 aminoácidos 
da sequência 

Não encontrado nenhum potencial 

sítio 

25 28104 7.64 Mitocondrial Solúvel 1. 99% TPI 2. 99% 
Haematobium japonicum 

3. Não 

- - Não Glicosilada Não encontrado nenhum potencial 

sítio 

29 (52) 17660 8.26 Extracelular Solúvel 1. Não 
2. 98% S. japonicum3. 

Taenia 99% 
 

Em 2 sítios; score entre 
0,863 e 0,999 

Presente Em 2 aminoácidos 
da sequência 

Não encontrado nenhum potencial 

sítio 

34  8680 5.31 Extracelular Solúvel 1. 89% isoform CRA 
90% calpain 

90% unnamed protein 
2. 100% Hematobium 
87%, 99%-100% S. 
japonicum;3. Não 

- - Não Glicosilada Não encontrado nenhum potencial 

sítio 

45 (57) 42060 5.56 Citoplasmática Solúvel 1. 96% Actina; 2. Não; 3. 
Não 

Em 5 sítios; score entre 
0902 e 0,999 

Presente Em 1 aminoácidos 
da sequência 

Não encontrado nenhum potencial 

sítio 

48 24045 6.54 Citoplasmática Solúvel 1.Não ;2. 89%-87% ,100 % 
S. japonicum, 88% bovis 

88% Haematobium 
3. Taenia 24% 

Em 3 sítios; score entre 0, 
762 e 0,998 

Presente Em 4 aminoácidos 
da sequência 

Não encontrado nenhum potencial 

sítio 

49 (50, 55) 13642 9.02 Citoplasmática Solúvel 1. Não 2. 82%-100% S. 
japonicum3. Não 

Em 2 sítios; score entre 
0,968 e 0,973 

Presente Em 4 aminoácidos 
da sequência 

Não encontrado nenhum potencial 

sítio 

60 55763 5.21 Mitocondrial Solúvel 1. Atp syntetase. 93% 
2. 100% S. japonicum-  

3. Não 

- - Não Glicosilada Não encontrado nenhum potencial 

sítio 



 

 

109 

 

Escolhemos, inicialmente, testar o potencial da proteína identificada no spot 29, a qual 

denominamos SmCyp, como antígeno vacinal contra esquistossomose.A região codificadora 

do seu respectivo gene possui 483 nucleotídeos correspondentes a 161 aminoácidos, número 

de acesso: XP_002575376.1, gi/256078182, sequência de aminoácidos: 

MAAKAFFDIKAGDERLGRIIFELFNDVPDTTRNFRELCTHKNNFGYKGSVFHRIIPGF

MCQGGDFTNGDGTGGKSIYGNKFKDENFNHKHEAFSLSMANAGPNTNGSQFFITTVP

CSWLDGKHVVFGKVVSGIDVVKKMESLGSTSGKPSKKIIIEDCGEC.Esta proteína foi 

denominada de SmCyp por ser caracterizada como uma ciclofilina do Schistosoma mansoni. 

As ciclofilinas (Cyps) ou peptidilprolil cis-trans isomerases são proteínas ubiquinonas 

citosólicas altamente conservadas. Na esquistossomose as ciclofilinas são capazes de catalisar 

a interconversão de ligações peptídicas no lado amino-terminal dos resíduos de prolina de 

conformações Cis para Trans (Fischer et al., 1989). Além disso, as ciclofilinas são proteínas 

ligadoras específicas de uma droga imunossupressora: ciclosporina A (CsA). Estudos 

sugerem que tal droga reduz a carga parasitária, fecundidade das fêmeas e atividade de 

hemoglobinase do S. mansoni na esquistossomose murina (Bueding, 1981). Sendo assim, 

infere-se que as ciclofilinas possuem importante papel nos danos causados no parasito e, 

consequentemente na sua eliminação (Kiang et al., 1996; Handschumacher et al., 1984).Após 

a compra do gene sintético, a região codificadora do gene que codifica a proteína SmCyp foi 

inserida em vetor pcDNA3.1/V5-His A (Invitrogen) para o ensaio de imunização gênica. 

Após a transformação, houve crescimento de 9 colônias de bactérias da cepa DH5α no meio 

seletivo LB-ágar contendo ampicilina. Realizou-se mini-prep de todas as colônias e, para 

confirmar a presença do inserto, foi feita uma PCR utilizando os iniciadores BGH e T7. 

Apenas a colônia 5 apresentou um fragmento amplificado de massa molecular esperada, 

sendo então a escolhida para os próximos passos deste trabalho (Fig.14). 
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Figura 14: Amplificação da região codificadora do gene correspondente a SmCyp. Foi 

utilizado DNA plasmidiano de 9 colônias da bactéria E. coli (cepa DH5α) como DNA molde 

em reações de PCR utilizando os iniciadores BGH (Reverse) e T7 (Foward). PM: Padrão de 

peso molecular (100bp- BioLabs). Está circulada de vermelho a banda que apresentou o 

tamanho esperado (colônia 5). 

A colônia 5 foi crescida em 5mL de meio LB contendo ampicilina e, 

posteriormente,repicada para 2,5L do mesmo meio de cultura para a extração do DNA 

plasmidiano livre de endotoxinas em grande escala. Ainda para confirmar a presença do 

inserto no clone selecionado, o DNA plasmidiano extraído foi submetido a uma digestão com 

as enzimas de restrição BamHI (Promega) e AgeI (Promega). Como observado na figura 15 

houve liberação do inserto de tamanho esperado. 
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Figura 15: Digestão do DNA plasmidiano  pcDNA3.1/V5-His A vazio e contendo o gene 

codificador da proteína SmCyp. 2μg de DNA plasmidiano foram digeridos com as enzimas 

de restrição AgeI e BamHI e analisados em gel de agarose 1% corado com Sybr gold.  PM: 

Padrão de peso molecular 1Kb (BioLabs) 

 Este clone foi também sequenciado parcialmente e após a confirmação da correta 

janela aberta de leitura entre a região codificadora de SmCyp e o epitopo V5 e 6xHis do vetor, 

o DNA foi dosado por espectrofotometria para dar início às imunizações gênicas e ao 

experimento de  transfecção de células de mamífero em cultura para avaliar a expressão da 

proteína pelo plasmídeo utilizado. Pela análise do Western blotting com extratos protéicos 

provenientes das células transfectadas usando anticorpos contra a cauda de Histidina (anti-6-

HIS) foi possível observar a expressão da proteína recombinante rSmCyp e seu esperado peso 

molecular 17.7kDa.  

 Observou-se que a imunização com o DNA plasmidiano não alterou de forma 

estatisticamente significativa a carga parasitária dos camundongos imunizados e desafiados. 

Além disso, ao se avaliar o número de ovos presentes nas fezes, não foi observado diminuição 
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de forma significativa do número de ovos presentes no pool de fezes dos camundongos 

imunizados com o plasmideo contendo o inserto (pcDNA 3.1/V5-His A/SmCyp) em relação 

ao grupo inoculado com o plasmídio vazio (pcDNA 3.1/V5-His A).Observou-se, além disso, 

que não houve diminuição estatisticamente significativa do número de ovos retidos no fígado 

e intestino dos animais imunizados com o DNA plasmidiano contendo o inserto (pcDNA 

3.1/V5-His A/SmCyp) em relação ao DNA plasmidiano vazio (pcDNA 3.1/V5-His A). 

Consequentemente, ao se analisar a interferência da imunização na fecundidade da fêmea, não 

houve alteração estatisticamente significativa. A fim de avaliar a produção de anticorpos 

induzida pela imunização com DNA plasmidiano contendo o inserto que codifica o gene de 

SmCyp, foi realizado o teste de ELISA sensibilizando as placas com dois peptídeos sintéticos 

correspondentes a epitopos preditos de células T e B na sequência da proteína: SmCyp (94-

108) e SmCyp(107-121). Não houve diferença estatisticamente significativa entre os níveis 

dos anticorpos obtidos em camundongos imunizados com o plasmídeo contendo o inserto e o 

plasmídeo vazio. Ao se avaliar a patologia da doença observou-se que a imunização gênica 

com SmCyp foi capaz de induzir uma modulação da área do granuloma de forma significativa 

o que, consequentemente diminuiu a morbidade nos camundongos imunizados com o 

plasmídeo contendo o inserto. Ao se avaliar o perfil de citocinas produzido pelos esplenócitos, 

observou-se que a imunização com SmCyp induz um aumento significativo na produção  IFN-

γ, quando estimuladas com SmCyp (94-108). Por outro lado houve uma redução da produção 

de IL-10 por estas células quando estimuladas com SmCyp (94-108) ou SmCyp (107-121). 

Houve também produção estatisticamente significativa de IL-17 quando estas células foram 

estimuladas com Smteg. Em relação ás células de memória, a imunização com pcDNA 

3.1/V5-His A/SmCyp não induziu aumento significativo de células TCD4 de memória efetora 

ou central apesar de tais células terem sido estimuladas por esta imunização uma vez que se 

observou aumento significativo da porcentagem de CD4+CD25+ quando comparado ao grupo 

inoculado com DNA plasmidiano vazio (pcDNA 3.1/V5-His A). Já em relação aos linfócitos 

TCD8, a imunização com pcDNA 3.1/V5-His A/SmCyp não induziu ativação de tais células, 

mas diminuiu de forma estatisticamente significativa a porcentagem de células de memória 

central TCD8+.. Além disso, a imunização com pcDNA 3.1/V5-His A/SmCyp não induziu 

aumento significativo de célula B de memória (artigo não publicado). 
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1 Introduction 

Schistosomiasis is a debilitating disease caused by flatworm parasites of the 

Schistosoma genus which affects over 200 million individuals worldwide causing more than 

200.000 deaths per year, with almost 800 million people at risk of IFNection (Bergquist et al., 

2002; Engels et al., 2002; Steinmann et al., 2006). Due to limitations of the control strategy 

based on chemotherapy with praziquantel (PZQ), on limiting disease transmission alternative 

strategies as vaccination are necessary (Bergquist et al., 2002). 

The Schistosoma tegument plays an important role in nutrient uptake and immune 

evasion (Loukas et al., 2007) and has currently become targets of vaccine studies. However, 

most of these studies aimed to identify antigens in adult worm tegument (Von Balkom et al., 

2005; Braschi & Wilson, 2006) although schistosomula is the parasite stage most susceptible 

to the host immune system attack. In recent vaccinations studies, the S. mansoni 

schistosomula tegument (Smteg) was able to induce a protective immune response against 

parasite challenge IFNection (Teixeira de Melo et al., 2010; Teixeira de Melo et al., 2012), 

being the antibodies produced against tegument proteins able to transfer protection to naïve 

recipients (Melo et al., 2014). 

Cyclophilins (Cyps) or peptidil-prolyl cis-trans isomerases are highly conserved 

ubiquitous cytosolic proteins that carry out a wide range of functions as protein folding, 

trafficking, assembly and chaperoning (Fischer et al., 1989; Gothel et al., 1999; Schonbrunner 

et al., 1991).  These proteins are classified into isoforms according to their cellular 

localization and amino acid sequence conservation (Mi H et al, 1996). Cyps cloned from a 

wide range of species and from parasites, as well as schistosomes, have shown a high degree 

of sequence conservation (Trandinh et al., 1992). The Cyps are able to catalyze the 

interconversion of peptide bonds on the amino side of proline residues that are in cis 

conformation to the trans conformation (Fischer et al, 1989).Kiang et al. (1996) showed that 

cyclophilin is located in the tegument, muscle layers, intestine epithelium and in the interior 

of the worm, and therefore, it is in contact with the host immune system. The cyclophilins are 

specific proteins receptors for the immunossupressive drug: cyclosporine A (CsA).  This drug 

is able to induce the complete elimination of a wide range of parasites, including 
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schistosomes, even if administered once during the experimental IFNection (Chappell et al., 

1987; Chappell et al., 1988, Bueding et al., 1981). The complex Cyclosporine/Cyclophilin 

inhibits the translocation to the nucleus of the parasite nuclear factor homolog to the human 

NFAT (nuclear factor of activated T-cells), therefore inhibiting parasite development (Serra et 

al., 1999). Besides its role in parasite development and it accessibility to the host immune 

system, S. mansoni cyclophilin has never been used in vaccine formulation against 

schostosomiasis. However, recently Han et al. (2012) demonstrated that theS. japonicum 

cyclophilin A induces a protective immune response in immunized mice (Han et al., 2012). 

Herein, the gene encoding the S. mansoni cyclophilin A was cloned into a mammalian 

expression vector and its ability to induce protective immunity in mice was evaluated using a 

DNA immunization strategy. This immunization protocol induced a type 1 immune profile 

that regulated the granuloma area and, consequently, the disease morbidity. 

2 Methodology 

2.1 Mice and parasites 

Female C57BL/6 mice aged 6-8 weeks were obtained from the Centro de Pesquisas 

René Rachou (CPqRR) facilities. All procedures involving animals were approved by the 

local Ethics Commission on Animal Use (CEUA) (LW26/12). Cercariae of S. mansoni (LE 

strain) were routinely maintained in Biomphalaria glabrata snails and obtained by exposing 

IFNected snails to light for 1h to 2h to induce cercariae shedding. The number of cercariae 

and their viability were determined using a light microscope. 

2.2 Schistosomula tegument (Smteg) purification 

Cercariae from S. mansoni were mechanically transformed into skin-stage 

schistosomula according to Ramalho-Pinto et al. (1974). Briefly, cercariae were incubated on 

ice for 30 min and then centrifuged at 1800 x g for 3 min at 4ºC. The cercariae were 

resuspended in cold ELAC (Earle´s salts plus lactalbuminhydrolysate) containing 0.5% 

lactoalbumin, 1% penicillin/streptomycin and 0.17% glucose. The tails were broken by 

vortexing in high speed for 2 minutes. After this, the tails were removed through several wash 
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steps with ELAC. The schistosomula were cultured for 90 min at 37ºC in ELAC. The 

tegument was removed with CaCl2 0.3M by vortex agitation. The tegument was separated 

from denuded bodies by centrifugation at 200 xg for 1 min. The supernatants were pooled and 

centrifuged at 50000 x g for 1h at 4ºC. The pellet, ressuspended in saline, was dialyzed 

against physiological saline. This preparation was termed Smteg and used to stimulate spleen 

cells in vitro culture assays. 

2.3 In silico analysis of SmCyp 

 A protein spot of the schistosomula tegument preparation, which was recognized by 

sera from mice immunized with Smteg + CFA/IFA (Teixeira de Melo et al., 2010) in a 

bidimensional Western blotting (2D-WB), was submitted to mass spectrometry analyses and 

was identified as a S. mansoni cyclophilin A (access number: XP_002575376.1).In silico 

analysis of the protein sequence was performed using SOSUI Engine version 1.11 

(bp.nuap.nagoya-u.ac.jp/sosui/) to transmembrane domain and solubility prediction and 

SherLoc software (bs.IFNormatik.uni-tuebingen.de/Services/SherLoc/) to cellular location 

prediction. To assess the similarity between human or helminthic proteins, the amino acid 

sequences were compared with the National Center for Biotechnology IFNormation protein 

database using the BlastP (BLAST - Basic Local Alignment Search Tool) algorithm 

(blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) (using the default parameters of this algorithm. 

 The amino acid sequence of our identified protein spot and other S. mansonicy 

clophilins (XP_002575376.1; AAC47317.1; Q26551.1) were aligned using ClustalW2 

multiple sequence alignment (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). T cell and B cell 

epitope prediction were performed using Rankpep 

(http://imed.med.ucm.es/Tools/rankpep.html) and BCPred 

(http://ailab.cs.iastate.edu/bcpreds/), respectively. In Rankpep, T cell prediction was 

performed using default parameters and selecting IaB to predict C57BL-6 T cell epitopes in 

the protein sequence. In BCPred, B cell epitope predictions were performed using Flexible 

Length Prediction (FLP) and 75% specificity.  
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2.4 Plasmid construction 

 SmCyp synthetic gene was designed using ApE software (www.apesoftware.com) and 

the coding region sequence of SmCyp (access number:XP_002575376.1). The mini-gene was 

designed with restriction sites for the enzymes BamHI (GGATCC) at 5’end and AgeI 

(ACCGGT) at 3’end. The SmCyp coding region was inserted into the mammalian expression 

vector pcDNA 3.1 V5/His A (Invitrogen). Escherichia coli DH5αwas transformed with the 

pcDNA 3.1 V5/His A/SmCyp construct. Clones containing the insert were selected by the 

resistance to ampicilin. The presence of SmCyp gene in the pcDNA 3.1/SmCyp construct was 

confirmed by restriction enzymes digestion using BamHI and Age and DNA sequencing. 

Plasmid DNA purification was performed using end toxin free Giga-prep kit according to 

manufacturer’s instructions (Siegen, Valencia, CA). 

2.5 SmCyP expression in mammalian cells 

 The construct pcDNA 3.1 V5/His A/SmCyp was transfected into mammalian cells 

HEK293T maintained in DEMEN (Dulbecco’s Modified Eagle Medium- GIBCO-Invitrogen) 

supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) and 1% penicillin/streptomycin at 37ºC and 

5% CO2. Transfection was performed by lipofection technique using Lipofectamine 2000 

(Invitrogen). The plasmid pcDNA 3.1 V5/His B, containing a non-correlated gene with C-

terminal 6xHis-tag was used as positive control, and the empty plasmid pcDNA3.1/V5-His A 

and non-transfected cells were used as negative controls. The protocol below was optimized 

for transfection in 24-well plate format. In each well, 2.0 x 105 cells were seeded in 500μL of 

DMEM with 10% FBS. This plate was maintained at 37°C and 5% CO2 for 24 hours. Each 

plasmid DNA sample and lipofectamine was diluted separately in DMEM (0.8µg of plasmid 

DNA and 2μL of lipofectamine in 50µL of culture medium). After 5 min at room temperature, 

the diluted lipofectamine was mixed with each DNA sample. This mixture was incubated for 

20 min at room temperature, allowing formation of DNA-liposome complexes. Each mixture 

was added to the cells in a DMEM pre-washed culture plate, which was maintained for 

approximately 5hr at 37°C in 5% CO2  and  washed again in DMEM containing 10% FBS. 

After a 48 hr at 37°C in 5% CO2   incubation step, the transfected cell cultures were subjected 

to lysis for total protein extraction in 150µL of 2X Laemmli buffer  (BioRad) plus β-
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mercaptoethanol (950μL of 2X Laemmli buffer + 50µL of β-mercaptoethanol). The samples 

were boiled at 100°C for 5 min and and stored at -70°C until the use. The quality of the 

protein extracts was assessed by 12% denaturing polyacrylamide gel by electrophoresis 

(Laemmli 1970) and the SmCyp protein expression was verified by Western blotting using 

anti-6xHis antibody conjugated to HRP (Invitrogen). The proteins were transferred to Immun-

Blot PVDF membrane (Amersham Biosciences) as previously described by Towbin et al. 

(1979). The membrane was blocked in Tris-buffered saline (TBS)/ 0.1% Tween 20 (TBS-

T)/3% BSA at room temperature for 16 hr and incubated with anti-6xHis antibody diluted 

1:5.000 in TBS-T/1% BSA for 1h. After two washes in TBS-T and one wash in TBS the 

reaction was revealed using ECL Plus Western Blotting Detection System (GE-Healthcare) 

and the image was captured in ImagebQuant LAS 4000 (GE-Healthcare) by 

chemiluminescence method. 

2.6 Immunization of mice 

Female C57BL/6 mice (10 mice per group) received four doses of 100µg of purified 

plasmid DNA in the quadriceps muscle with an interval of 15 days between each dose. Five 

days before de first immunization the mice received 100 µL/animal of cardiotoxin 

(0,06mg/mL).Two groups were included in this study: one group received 100µg of empty 

pcDNA 3.1 V5/His A, another received 100µg of pcDNA 3.1 V5/His A/SmCyp. Blood 

samples were collected from retro-orbital sinus of each mouse with an interval of 15 days 

begging 15 days after the first immunization. Serum samples were collected and stored at -

20ºC until use. Fifteen days after the last boost, mice were challenge through percutaneous 

exposure of abdominal skin for 1h in water containing 100 cercariae (LE strain) as described 

by Smithers and Terry (1965). Fifty days after challenge, adult worms were perfused from the 

portal system and mesenteric veins according to Pellegrino and Siqueira (1956).On days 48, 

49 and 50 after challenge IFNection, 0.5g of fecal material from each mouse group were 

analyzed for egg burden determination by HPJ methods (Hoffman et al., 1934). In HPJ, whole 

sediment was evaluated to determine egg per gram of feces (epg). Two independent 

experiments were performed to confirm the results observed. 
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2.7 Measurement of eggs in the intestine and the liver of immunized mice 

 Intestine and liver from each mouse group were collected 50 days post-IFNection. 

These organs were weighed and digested with 10% KOH for 16hr at 4ºC and for 2 hours at 

37ºC. The eggs were obtained by centrifugation at 900 x g for 10 min and ressuspended in 

1mL of saline. Egg number was counted using a light microscope. 

2.8 Measurement of specific anti-SmCyp antibodies 

The measurement of specific anti-SmCypIgG was performed by ELISA. Maxsorp 96-

wells microtiter plates (Nunc) were coated with 1µg/mL of the SmCyp(94-108) 

SLSMANAGPNTNGSQ or SmCyp(107-212) SQFFITTVPCSWLDG synthetic peptides in 

carbonate-bicarbonate buffer, pH 9.6, for 16hr at 4ºC. The plates were then blocked for 2hr at 

4ºC with 300µL/well of PBST (phosphate-buffered saline, pH 7.2 with 0.05% Tween-20) plus 

10% FBS (fetal bovine serum, GIBCO, USA). One hundred microliters of each serum diluted 

1:50 in PBST was added per well and incubated for 1hr at room temperature. Plate-bound 

antibody was detected by peroxidase-conjugated anti-mouse IgG (Southern Biotech, USA) at 

dilution 1:10.000. Color reaction was developed by addition of 100µL per well of TMB 

(Microwell Peroxidase Substrate System) and stopped with 50µL of 5% sulfuric acid per well. 

Absorbance was measured at 450nm in microplate reader (BIO-RAD). 

2.9 Measurement of number and area of the hepatic granuloma  

 Liver sections from control mice group immunized with empty pcDNA 3.1 V5/His A 

and from the group immunized with with pcDNA 3.1 V5/His A/SmCyp were collected 50 

days post-IFNection to evaluate the effect of immunization on granuloma formation. The 

liver sections removed from the central part of the left lateral lobe were fixed in 10% buffered 

formaldehyde in PBS. Histological sections wer eperformed using microtome and the slides 

were stained with Hematoxylin and Eosin (H&E). To perform the measurement of granuloma 

area, 100 granulomas from each group with a single well-defined egg and at the exsudative-

productive stage were randomly obtained at 10x objective lens through a JVC TK-1270/RGB 

microcamera. Using a digital pad, the total area of the granulomas was measured and the 

results were expressed in square micrometers (µm2). To determine the number of granulomas, 
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all section from the same slides mentioned above were counted using a microscope with 10x 

objective lens and the total area of the liver histological section was calculated using the same 

software. The results were expressed as the number of granuloma per area of liver (mm2). 

2.10 Cytokine analysis 

Experiments were performed using spleen cell culture supernatants from five 

individual mice per group immunized with empty pcDNA 3.1 V5/His A or pcDNA 3.1 

V5/His A/SmCyp, one week after the last immunization. The cells obtained from mice spleen 

were washed twice in sterile saline and then, adjusted to 1 x 106 cells/well. Spleen cells were 

maintained in culture at 37oC in 5% of CO2 in medium alone or stimulated with SmCyp 94-

108 (10µg/well), SmCyp107-121 (10µg/well), Smteg (5µg/well) or concanavalin A (Con A) 

(1µg/well). The supernatant was collected 24h after stimulation for quantification of IL-10, 

IL-2, IL-4, IL-6, IL-17, TNF-α and IFN-γ production using mouse Th1/Th2/Th17 Kilometric 

Bead Array (CBA) Kit (BD Biosciences, USA). The cytokines were evaluated as 

recommended by the manufacturer. Data were acquired in a Facscan flow cytometer (Becton 

Dickinson) and the analyses were performed using BD CBA software (Becton Dickinson). 

2.11 Immune cells activation pattern   

For ex vivo cellular staining, spleen cells from 4 mice/group/experiment were adjusted 

to 5 X 105 cells per well. Before staining, the cells were generally blocked with anti-mouse 

CD16/CD32 mAbs (Fc-Block), after that cells were stained for surface markers using anti-

CD4 FITC labeled (clone GK1.5, BD-Pharmingen), anti-CD8Percp labeled (clone 53-6-7, e-

bioscience), anti-CD44 pacific blue labeled (clone IM7, BioLegend),  anti-CD62 alexa-700 

labeled (clone MEL-14, e-bioscience), anti-CD25 Biotin-labeled (clone 7D4, BD-

Pharmingen), anti-CD27 Biotin labeled (clone LG.7F9, e-bioscience), anti-CD19PE-Cy7 

labeled (clone 1D3, BD-Pharmingen),  and anti-CD127 PE-CY7 labeled (clone A7R34, e-

bioscience) monoclonal antibodies and their respective isotype controls by incubation for 20 

min with antibody solution (PBS 0.15 M, 0.5% BSA, 2 mM NaN3) at 4°C.After  a washed 

step with PBS 0.15 M, 0.5% BSA, 2 mM NaN3, cells were submitted to a further incubation 

step of 20 minutes with streptavidin-APC-CY7 labeled diluted 1:200 in PBS 0.15 M, 0.25% 
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BSA, 1mM NaN3 at 4°C,  followed by washes and fixation using 2% formaldehyde solution. 

The labeled cells data were obtained using LSR fortessa cytometer. Data analysis was 

performed using a FlowJO interface (Tree Star, Ashland, OR). 

2.12 Statistical analysis 

 Statistical analyses were performed using the software package GraphPad Prism 5.0 

(Graph-Pad Software, San Diego, CA, USA).Data normality was tested using D’Agostino e 

Pearson omnibus normality test. Statistical analyses were performed using paired student T 

test or Wilcoxon matched pair test, depending on data distribution, for cytokine measurement 

(Intracellular staing). Student T test was applied for parasitological, histological, CBA and 

ELISA analyses. 

3. Results 

3.1 SmCyp identification and in silico characterization 

 A spot of approximately 17.1 kDa and 8.26 Pi was recognized by sera from mice 

immunized with Smteg + CFA/IFA (Teixeira de Melo et al., 2010) in a bidimensionalWestern 

blotting of the schistosmomula tegument preparation. Peptides obtained from this spot were 

analyzed by mass spectrometry and the corresponding protein was identified as a S. mansoni 

cyclophilin (SmCyp) using Mascot software (Matrix Science, Boston, MA) and NCBI 

database. The predicted protein localization performed by SherLoc algorithm indicates that 

SmCyp is an extracellular protein, with predicted molecular weight and pI of 17660 Ad and 

8.26, respectively. By aminoacid sequences alignment with other described isoforms of S. 

mansoni cyclophilin, the sequence of the protein identified in this study by bidimensional 

Western blotting followed by mass spectrometry correspond to Smp17.7 cyclophilin 

described by Kiang et al., 1996 (Fig. 1).  

 B and T cells epitopes predicted by RankPep and BCpred with the highest scores are 

described in Table 1. Two synthetic peptides SmCyp 94-108 (SLSMANAGPNTNGSQ) and 

SmCyp 107-121 (SQFFITTVPCSWLDG) containing B and T cell predicted epitopes from 



 

 

122 

 

SmCyp were purchased from Genescript (NJ, USA) with <95% purity to be used as antigen in 

ELISA and spleen cell culture assays. 

3.2 SmCyp expression in mammalian cells 

 Before begging the DNA immunization protocol, we evaluated the SmCyp expression 

in mammalian cell cultures. Western blotting analysis of transient transfected cells HEK293T, 

using antibody against the 6xHis tag, demonstrated the successful expression of the rSmCyp 

in the expected molecular weight of 17.1kDa(Fig. 2).  

3.3 Protective response induced by pcDNA 3.1 V5/His A/SmCyp immunization 

 In order to assess the ability of DNA vaccination with pcDNA 3.1 V5/His A/SmCyp to 

induce protection in marine model, 15 days after the last immunization mice were challenge 

and the protection level was determined. Mice immunization with pcDNA 3.1 V5/His 

A/SmCyp did not result in significant reduction in worm burden nor in the number of eggs 

eliminated in the feces or trapped in intestine and liver when compared to empty pcDNA 3.1 

V5/His A (Table 2).  

3.4 Liver pathology 

 To assess the effect of DNA immunization with pcDNA 3.1 V5/His A/SmCyp in liver 

pathology, the mice were euthanized50 days post-challenge and the liver pathology analyzed 

by digital morphometry of H&E sections. Granuloma modulation, with a significant reduction 

in granuloma area, was observed in pcDNA 3.1 V5/His A/SmCyp immunized group 

comparing to the control group (Figs 4a and b). Nevertheless, any significant reduction in the 

number of liver granuloma was observed between pcDNA 3.1 V5/His A/SmCyp immunized 

group and the control group immunized with empty plasmid (Fig. 4B). 

3.5 Antibody responses to pcDNA 3.1 V5/His A/SmCyp immunization 

 Specific antibody production were measured in the sera samples from immunized and 

control groups, using synthetic peptides (SmCyp 94-108 and SmCyp107-121) containing T 

and B cells SmCyp predicted epitopes as antigen. Any significant production of IgG 
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antibodies were detected in the sera of pcDNA 3.1 V5/His A/SmCyp immunized mice 

compared to control group at all time point analyzed (Fig 3).  

3.6 Cytokine profile induced by immunization 

A significant increase in IFN-γ production was detected in the spleen cells supernatant 

from the mice immunized with pcDNA 3.1 V5/His A/SmCyp when stimulated with SmCyp 

(94-108) in comparison to the group of mice immunized with empty pcDNA 3.1 V5/His A. In 

contrast, a significant reduction in IL-10 production by SmCyp (94-108) or SmCyp (107-121) 

stimulated spleen cells was observed in immunized animals compared to control group (Fig 

5).  Smteg stimulation induced increased production of IL-17 in pcDNA 3.1 V5/His A/SmCyp 

immunized group in comparison to control group (Fig 5). 

3.7 Immune cell profile induced by immunization 

 Mice immunization with pcDNA 3.1 V5/His A/SmCyp did not induce any significant 

increase in the percentage of CD4 central or effector memory cells although immunization 

was able to activate CD4+ cells, once a significant increase in  the percentage of CD4+CD25+ 

in comparison to  the group immunized with  pcDNA 3.1 V5/His A was observed (Fig 6). In 

contrast, CD8+ cells were not activated, and immunization induced a significant reduction in 

percentage of CD8+ central memory cell (Fig 6). pcDNA 3.1 V5/His A/SmCyp immunization 

also failed to increase the number of memory B cells (Fig. 6). 

4 Discussion 

Schistosomiasis is a serious public health problem in Brazil and worldwide. The 

current control programs, based in PZQ chemotherapy, have reduced morbidity and mortality 

but have failed to reduce disease transmission. And also, due to constant reIFNection and 

PZQ treatment, a risk of drug resistance development exists (Kalinna, 1997). Therefore, one 

major goal in the research on the immune response to Schistosoma mansoni is to develop a 

vaccine (Kojima et al., 2004).  Proteins from the S. mansoni tegument as Tetraspanin, 

Sm22.6, Sm200 and Sm29 have shown to be good vaccine targets (Tran et al., 2006; Santiago 

et al.,1998; Sauma & Strand, 1990; Cardoso et al.,2006). Other important molecule present in 
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the tegument of Schistosoma is the cyclophilin (Cyp). Its ability to interact with the 

immunosuppressive drug cyclosporine A (CsA) made this protein become an interesting 

candidate to vaccine (Kiang et al, 1996). The CsA have been shown to promote parasite death 

in S. mansoni IFNected mice. This effect of CsA is believe to be mediated by CyP-CsA 

complex, which inhibit phosphatase calcineurin and blocks signal transduction (Klinkert et al, 

1996; Serra et al, 1999). 

In this study, we evaluated the ability of SmCyp gene to induce protective immunity 

against S. mansoni in mice using DNA immunization strategy. SmCyp was identified as one 

of the immunogenic proteins of the schistosomula tegument. The similarity analysis of amino 

acid sequence with other S. mansoni cyclophilins demonstrated that SmCyp is identical to the 

Smp17.7 protein identified and characterized by Kiang et al. (1996). In their study, Kiang et al 

used the purified antibodies against tegumental components of schistosomula to screen a S. 

mansoni adult worm cDNA library and one of reactive clones was determined by sequence 

analysis to encode a protein homologous to cyclophilin A. Our in silico analysis of SmCyp 

predicted an extracellular localization to this protein. However Kiang et al (1996) have 

demonstrated by immune fluorescence that this protein is located in the tegument and gut 

epithelium and thus, even if the protein is secreted by parasite cells, it remains attached to the 

epithelium. Due to the contact to the host immune system, the predicted immunogenicity 

(Table1) and the role on parasite development, SmCyp represent an interesting target to 

vaccine development. Indeed mice immunization with a recombinant form of the S. 

japonicum cyclophilin (SjCypA) induced significant reduction in worm burden (Han et al., 

2012). Our immunization strategy, however, failed to induce a significant reduction in worm 

burden, in the number of eggs eliminated with the feces and in the number of eggs trapped in 

the liver or intestine (Table2). In addition, SmCyp DNA immunization, did not induced 

significant levels of specific antibodies (Fig3). The absence of protection and specific 

antibody production cannot be attributed to an absence of protein expression in the cells of 

immunized animals, since SmCyp expression in fusion with a 6xHis tag was detected in 

HEK293T transfected cells (Fig2) by Western blotting assay using anti-6xHis antibody that 

presented molecular weight of 17.1kDa as predict by in sílico analysis. Also, in mice 

immunized with pcDNA 3.1 V5/His A/SmCyp an increase on the percentage of CD4+CD25+ 
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activated cells was observed, indicating that the cellular immune response has been activated 

(Fig 6).  

Several studies have demonstrated that in a successful vaccine formulation against 

schistosomiasis both humoral and cell-mediated immunity are essential (Jankovic et al., 1999; 

Torben et al., 2012). In the mouse model, it has been showed that B cell-deficient mice singly 

vaccinated with radiation cercariae-attenuated S. mansoni cercariae are significantly less 

protected against challenge IFNection than wild type mice (Jankovic et al, 1999). Moreover 

serum transference in rabbits, mice and rats showed that sera from vaccinated animals can 

protect them against IFNection with S. mansoni when transferred to non-immunized animals 

(Ford et al, 1984; Melo et al., 2014; Bickle et al, 1985). This demonstrated the crucial 

importance of antibodies in protection against S. mansoni. Herein we observed a weak 

activation of humoral response with low titers of specific IgG antibodies in sera from mice 

immunized with pcDNA 3.1 V5/His A/SmCyp. This poor activation of humoral response may 

have contributed to the absence of protection in our immunization strategy. 

Immunological memory is the basis for vaccination. Memory cells have the ability to 

produce a fast immune response upon exposure to the same pathogen (Crotty et al, 2004). 

Immunization with pcDNA 3.1 V5/His A/SmCyp was not able to increase the percentage of 

CD4, CD8 or B memory cells (Fig6), which also might have contributed to the absence of 

protective immune response. 

Although our immunization strategy failed to reduce worm burden, a significant 

reduction in granuloma size was observed in immunized mice (Fig. 4). The granulomatous 

reaction represents the major pathology consequence associated with schistosomiasis, and 

also the intensity of these reaction correlates with host morbidity (Stadecker et al., 1999; 

Wynn & Cheever, 1995; Abath et al., 2006). Although egg-induced granulomas detrimental to 

the IFNected host, the absence of granulomatous reaction has also detrimental effect 

(Hoffman et al., 2000). Therefore the modulation of the granulomatous reaction leading to 

reduced granuloma area represents the best scenario in the host-parasite interaction. 
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While it has been know that the granulomatous response is largely CD4+ cell-

dependent, cytokines roles in granuloma orchestration remains unclear (Matthew et al., 1986, 

Pearce et al., 1996; Phillips & Lammie, 1986; Hsu et al., 1976).IL-4 was proposed to play 

major role in granuloma formation, indeed IL-4 neutralization in IFNected mice result in 

reduced lesion size (Yamashita et al.,1992) and collagen deposition (Cheever et al. 1994). On 

the other hand, Pearce et al. (1996) showed that there are no differences in granuloma size 

between IL-4 knockout (KO) and wild type mice. Same contradictories results have been 

described in IFN-γ role in granuloma formation. Some studies report that IFN-γ stimulates 

granuloma formation (Rezende et al. 1997) while others describe a role for IFN-γ in 

granuloma modulation (Wynn & Cheever, 1995; Rutitzky & Stadecker, 2011).  Besides 

Th1/Th2 balance in granuloma modulation, others immunological mechanisms, as 

alternatively macrophages activation (aaMΦ) (Herbert et al., 2004), regulatory T cell 

activation (Singh et al., 2005) or increased production of IL-10 (Wynn et al., 1998),  have also 

been described in granuloma modulation. Cytokines measurement in spleens cells culture 

supernatant demonstrated that immunization with pcDNA 3.1/V5-His/A-Smcyp induced 

significant increase in IFN-γ production and a significant decrease in IL-10 production (Fig. 

5). Therefore IL-10 and aaMΦ seems not to be involved, and IFN-γ role in these modulation 

still to be determined. 
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Figures 

 

Figure 1: Alignment of schistosome cyclophilins protein sequences. Common amino acid 

residues from all cyclophilins protein sequences were aligned using ClustalW2 multiple 

sequence alignment. Identical residues are indicated by an asterisk, similar and less similar 

residues are indicated by double and single dots, respectively. T and B cell predited epitope is 

highlight by a dashed square.  A T cell predicted epitope is underlined in the protein 

sequence. 
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Figure 2: Western blotting analysis of SmCyp expression by transient transfected 

HEK293T cells.  HEK293T culture cells were transient transfected by lipofection technique 

with Lipofectamine 2000 (Invitrogen). The protein extracts of cells transfected with 

pcDNA3.1/V5-His A plasmid containing the coding region of SmCyp gene of S. mansoni 

fused to V5 epitope and 6xHis codons (line 1); pcDNA3.1/V5-His B plasmid containing the 

coding region of a non-correlated gene of S. mansoni also fused to V5 epitope and 6xHis 

codons (line 2); empty pcDNA3.1/V5-His A (line 3) and the protein extract of non-transfected 

cells (line 4) were used in a Western blotting assay with anti-His (Cterm)-HRP antibody 

(Invitrogen) (1:5.000). The reaction was revealed using ECL Plus Western Blotting Detection 

System (GE-Healthcare) and the image was captured in ImageQuant LAS 4000 (GE-

Healthcare) by chemiluminescence method. The BenchMark Protein Ladder (Invitrogen) was 

used as the molecular weight marker (kDa). 
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Figure 3: Kinectics of specific anti-SmCyp IgG. Mice were immunized with four doses of a 

vaccine formulation containing pcDNA 3.1 V5/His A/SmCyp (Black bars)or empty pcDNA 

3.1 V5/His A (White bars). Five days before de first immunization mice received 100 

µL/animal of cardiotoxin (0,06mg/mL). Sera samples, diluted 1:50 , were obtained from 10 

individual mice from each group on days 15, 30, 45, 60, 75, 90 and 105 after the first 

immunization dose and used in ELISA against  SmCyp (94-108) or SmCyp (107-121) 

(1µg/mL) coated plate (. Specific IgG antibodies were detected by an anti-mouse IgG-HRP 

(1:10000) conjugated. Results represent the mean absorbance + SD measured at 450nm. 

Arrows indicate the timing of each immunization dose and challenge IFNection. Statistically 

significant differences between Groups are pointed in the graphic. 
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Figure 4: Hepatic granuloma number and area in SmCyp immunized mice. (A) 

Granuloma area/mm2 measured on 100 granulomas from each group with a single well-

defined egg, using a digital pad. (B) Number of granulomas measured on slide of liver 

histological sections. The total diameter of granulomas was measured, and the results were 

expressed as mean square micrometers (µm2). White bars represent empty pcDNA 3.1 V5/His 

A group and black bars represent pcDNA 3.1 V5/His A/SmCyp group. Statistically significant 

difference compared to empty pcDNA 3.1 V5/His A group is denoted in the graphic.  
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Figure 5: Type of immune response elicited by pcDNA 3.1 V5/His A/SmCyp and empty 

pcDNA 3.1 V5/His immunization. Spleen cell culture supernatants from eight individual 

mice per group immunized with empty pcDNA 3.1 V5/His A or pcDNA 3.1 V5/His 

A/SmCyp, one week after the last immunization was performed. IL-10, IL-17, TNF-a, IFN-g, 

IL-6,IL-4 and IL-2 production in response to SmCyp(94-108); SmCyp (107-121) and Smteg 

in vitro stimulation were measured in the supernatant of splenocytes culture using mouse 

Th1/Th2/Th17 Cytometric Bead Array (CBA) Kit (BD Biosciences, USA). Bars represent the 

mean + SD of the difference on cytokine production in response the SmCyp(94-108); SmCyp 

(107-121) or Smteg stimulation and basal cytokine production observed in nonstimulated 

splenocytes. White bars represent empty pcDNA 3.1 V5/His A group and black bars represent 

pcDNA 3.1 V5/His A/SmCyp group .Statistically significant difference between group are 

pointed in the graphic. 
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Figure 6: Immune cells profile. Spleen cells obtained from five mice per group: immunized 

with empty pcDNA 3.1 V5/His A or pcDNA 3.1 V5/His A/SmCyp were cultured and adjusted 

to 5 x 105 cells/well, the percentage of CD4+ and CD8+ activated, central and effector 

memory cells and memory B cells were determined. White bars represent the the cells from 

the group immunized with empty pcDNA 3.1 V5/His A. Black bars represent the cells from 

the group immunized with pcDNA 3.1 V5/His A/SmCyp. Statistically significant difference 

between groups are pointed in the graphic. 
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Table 1: Predicted B and T cells epitopes in SmCyp amino acids sequence. 

B cell epitopes Position Score 

GGDFTNGDGTGGKS 62 1 
 

NDVPDTTRNFRELC 

SMANAGPNTNGSQF

25 
 

96 

0.999 
 

0.999 

T cell epitopes  

(Iab restricted) 

Position  Score  

MANAGPNTN 

FFITTVPCS 

ITTVPCSWL 

97 
 

109 
 

111 

16077 
 

13364 
 

10183 
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Table 2: Protective immune response induced in mice with SmCyp. 

 Worm burden 
recovered 

  Protection 
level  

Reduction 
of egg in 

feces a 

Reduction of egg 
in tissues b 

Groups Female Male Total   Intestine Liver 

pcDNA3.1/V5-
HisA 

 

18+ 4 18+ 3 36 + 5     

pcDNA 
3.1/V5-

HisA/SmCyP 

 

17 + 5 19 + 4 36 + 8 0% 20% 12.7% 0% 

pcDNA3.1/V5-
HisA 

 

22 + 5 25 + 4 47 + 8     

pcDNA 3.1V5-
HisA/SmCyP 

 

20 + 7 24 + 5 44 + 10 6.3%  0 % 23.9% 0.0% 

        

a reduction  of eggs eliminated with the feces of immunized groups compared to control 

groups 

breduction  of eggs in tissues (intestine and liver) of immunized groups compared to control 

groups 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 As vacinas estão entre as estratégias menos dispendiosas e mais poderosas para a 

prevenção de doenças e óbitos decorrentes das mesmas. O desenvolvimento de vacinas contra 

doenças Infecciosas e parasitárias se torna particularmente importante dado que estas doenças 

permanecem sendo importantes causas de óbitos no mundo (WHO, 2002). As vacinas 

desenvolvidas e licenciadas mais bem sucedidas até hoje são as que agem contra Infecções 

agudas bacterianas e viróticas. Para algumas doenças Infecciosas, vacinas eficazes foram 

desenvolvidas de maneira empírica e com base em um conhecimento mínimo dos 

mecanismos imunológicos envolvidos (Elevam et al., 1998). Entretanto, no caso das doenças 

causadas por patógenos que exibem variação antigênica extensa ou causam Infecções crônicas 

e persistentes, como é o caso das doenças parasitárias, as dificuldades e fracassos sugerem 

que um entendimento muito claro da biologia dos organismos envolvidos e da natureza da 

resposta imune estimulada seja necessário antes que se consiga uma vacina protetora. O 

sucesso no desenvolvimento de vacinas está no conhecimento dos mecanismos efetores e 

protetores e no uso de antígenos e estratégias capazes de desencadear resposta protetora. No 

caso do S. mansoni a dificuldade em se desenvolver uma vacina efetiva contra este parasito 

esbarra na complexidade do mesmo, que apresenta diferentes estágios evolutivos e uma série 

de mecanismos de escape contra a imunidade do hospedeiro.  

 Recentemente, bastante atenção tem sido dada ao tegumento do parasito para 

identificação de antígenos vacinais, já que este representa a interface entre hospedeiro-

parasito (Tran et al., 2006) estando envolvido com a nutrição, evasão e modulação da resposta 

imune, excreção, osmorregulação, recepção sensorial e transdução de sinais (Jones et al., 

2004; Van Hellemond et al., 2007). Em um trabalho realizado por nosso grupo estudando a 

ativação de células dendríticas pelo tegumento do esquistossômulo (Smteg), foram 

observados um aumento na expressão de CD40 e CD86 e uma elevada produção de IL-12 e 

TNF-α pelas células dendríticas estimuladas (Durães et al., 2009). A IL-12 é uma importante 

citocina envolvida na diferenciação da resposta adaptativa para um perfil Th1 (Abbaset al., 

1996) que tem sido descrito como o perfil protetor no caso de Infecção parasitária no modelo 

murino (Fonseca et al., 2004). Já o TNF-α tem sido descrito como uma importante citocina 

envolvida na eliminação do parasito (Fonseca et al., 2004). 
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 O objetivo central da tese foi avaliar o potencial protetor do tegumento do 

esquistossômulo do Schistosoma mansoni (Smteg) sozinho ou associado a diferentes 

adjuvantes em um protocolo de imunização em modelo murino a fim de se identificar perfis 

imunológicos associados à imunidade protetora contra o parasito. Além disso, como o 

tegumento do parasito é composto de várias proteínas, e é dificilmente obtido em grandes 

quantidades, neste trabalho utilizamos técnicas de imunoproteomica utilizando anticorpos 

específicos para identificar as proteínas imunogênicas do tegumento. A utilização de 

anticorpos para seleção de candidatos vacinais em nosso estudo foi de extrema importância 

uma vez que demonstramos que anticorpos contra as proteínas do tegumento estão envolvidos 

na eliminação do parasito in vivo.  Testamos ainda, por meio de imunização na forma de 

DNA, o potencial antigênico da SmCyp, uma das proteínas do Smteg reconhecida por soro de 

camundongos imunizados e protegidos e identificada por espectrometria de massas.  

 Foi observado aqui que a imunização com Smteg na falta de adjuvante não elicitou 

proteção, o mesmo perfil de resposta foi observado ao se imunizar camundongos adicionando 

alum como adjuvante. Por outro lado, a imunização de camundongos utilizando CpG-ODN 

como adjuvante  elicitou uma proteção parcial de 43% da carga parasitária. Esses resultados 

corroboram com o trabalho realizado por nosso grupo no qual a utilização de Smteg mais 

adjuvante de Freund em protocolos vacinais foi capaz de reduzir de 43% a 48% a carga 

parasitária induzindo, assim, uma proteção parcial (Teixeira de Melo, 2010). 

Proteínas do tegumento como as tetraspaninas e a Sm29 foram capazes de induzir proteção de 

57% (TSP 2) e de 34% (TSP 1)(Tran et al.2006)  e 56,7 % (Sm29)(Cardoso et al.2008). Os 

níveis de proteção encontrados induzidos por estas proteínas–(TSP-2 e Sm29) foram maiores 

do que o nível de proteção da nossa formulação, entretanto o Smteg é um composto contendo 

várias proteínas que podem ou não serem imunogênicas, sendo ainda capazes de modular a 

resposta imune interferindo na habilidade do mesmo induzir proteção como visto nos estudos 

de imunização com o tegumento na ausência de adjuvante (Araujo et al., 2012). Um exemplo 

claro da interferência de epitopos não imunogênicos foi observado por Garcia et al. (2008) no 

estudo que demonstrou que, quando camundongos eram imunizados com epitopos 

imuNODominantes da Sm14 observava-se uma redução na patologia da doença que não era 

observada quando utilizava-se a proteína recombinante em protocolo de imunização. Outra 
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explicação para o percentual menor de redução do número de vermes em nossos experimentos 

comparados aos estudos com a TSP e a Sm29 é a concentração do antígeno vacinal. Nós 

vacinamos com a mesma concentração vacinal da Sm29 purificada, ou seja, nosso antígeno 

tinha uma concentração de Sm29 muito menor, o que justifica também uma menor 

porcentagem de proteção.  

 A fim de ampliar nossos conhecimentos a respeito do papel individual das proteínas 

presentes no tegumento do esquistossômulo do Schistosoma mansoni (Smteg), nós realizamos 

análises proteômicas e sorológicas através do Western-blotting bidimensional (2D- WB) para 

identificação das proteínas reconhecidas por soro de camundongos previamente imunizados 

com Smteg. Dos 63 spots submetidos à espectrometria de massas,42foram identificados:22 

spots apresentaram identificação com proteínas do S. mansoni sendo que, 18 deles 

apresentaram pelo menos um peptídeo que possui score indicativo de identidade ou extensiva 

homologia com Schistosoma mansoni. Outros 20 spots não apresentaram hit de identificação 

com S. mansoni, sendo que 10 possuíam pelo menos um peptídeo que possui score indicativo 

de identidade ou extensiva homologia com outras espécies, mas que ao ser realizado BLAST 

com o Schistosoma, todos apresentaram identidade acima de 80% com este helminto. Uma 

possível explicação para falha na identificação das proteínas presentes em 21 spots poderia ser 

a ausência de ionização dos peptídeos de tais proteínas impossibilitando o reconhecimento da 

massa dos mesmos ou a ausência de proteínas homólogas depositadas no banco de dados 

analisado. Tais justificativas, entretanto, necessitam serem melhores elucidadas. 

Escolhemos primeiramente trabalhar com a proteína presente no spot 29 a qual 

denominamos de SmCyp por ser caracterizada como uma ciclofilina de S. mansoni. Já foi 

demonstrado em um experimento de imunização com camundongos no qual utilizou-se como 

antígeno vacinal a ciclofilina recombinante de Schistosoma japônico (rSJCyPA) uma 

diminuição estatisticamente significativa da carga parasitária (17,2%) e no número de ovos 

presos no fígado (52,7%) (Hongxiao et al., 2012). Uma vez que ainda não há nenhum trabalho 

de imunização com a ciclofilina do S. mansoni resolvemos testá-la sob a forma de vacina de 

DNA. Em relação à carga parasitária não houve redução estatisticamente significativa do 

número de vermes presentes nos camundongos imunizados com pcDNA3.1V5/His.A/SmCyp 

quando comparado ao grupo controle. 
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 Dentre as formulações vacinais, apenas os camundongos imunizados com o Smteg 

associado ao adjuvante CpG-ODN apresentaram  redução significativa no número de ovos 

eliminados nas fezes. Esse resultado demonstra a importância da escolha de um bom 

adjuvante em uma formulação vacinal.  

 Estudos indicam que o CpG-ODN é capaz de aumentar a apresentação do antígeno 

pelas Após, induzindo uma resposta IFNlamatória do tipo Th1 com alta produção de 

anticorpos (Klinman et al., 2004; Chu et al., 1997; Carson & Raz, 1997).Ao analisarmos o 

perfil de imunoglobulinas presentes nos soros de camundongos imunizados com Smteg, 

Smteg + alum, Smteg + alum +CpG-ODN e pcDNA3.1V5/His.A/SmCyp, observamos um 

aumento estatisticamente significativo dos níveis de: IgG (45, 60 e 75 dias após a primeira 

dose de imunização) IgG2c (75 dias após a primeira dose de imunização) no grupo imunizado 

com Smteg sem adição de adjuvante; IgG (em todos os dias de coleta) e IgG 1 (em todos os 

dias de coleta)  no grupo imunizado com Smteg/alum; IgG (em todos os dias de coleta) e IgG 

1 (em todos os dias de coleta) e IgG 2c (em todos os dias de coleta)  no grupo imunizado com 

Smteg/alum/CpG.Percebe-se que somente o grupo que recebeu como adjuvante o CpG-ODN 

apresentou durante todo o curso do experimento níveis significativos de IgG2c. O mesmo 

perfil foi apresentado pelo estudo de Teixeira de Melo et al. (2010) o qual utilizou Smteg mais 

adjuvante de Freund em protocolo de imunização e que também verificou o aumento no nível 

de IgG2c correlacionando esta imunoglobulina a um perfil protetor. Além disso, outros 

trabalhos que observaram níveis de proteção significativos diante de diferentes formulações 

vacinais contendo antígenos do S. mansoni apresentaram o mesmo perfil de imunoglobulinas 

aqui demonstrado (Fonseca et al., 2004; Garcia et al., 2008; Wynn & Cheever, 1995).Não 

houve aumento estatisticamente significativo de nenhuma das imunoglobulinas avaliadas no 

soro de camundongos imunizados compcDNA3.1V5His.A/SmCyp. S. mansoni.  

 Uma resposta imune protetora contra a esquistossomose envolve ambas as respostas 

celular e humoral (Jankovic et al., 1999).  Como observamos anteriormente, as formulações 

vacinais que foram capazes de induzir níveis significativos de IgG2c específicos ao Smteg 

durante todo protocolo experimental apresentaram diminuição estatisticamente significativa 

na carga parasitária presente nos camundongos imunizados. Diante disso, nós resolvemos 

investigar qual seria a função dos anticorpos na eliminação do parasito.  
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 O papel dos anticorpos na resposta imune contra o S. mansoni pode ser regulatório ou 

efetor dependendo do isotipo de anticorpo produzido. Tem sido sugerido que os mecanismos 

efetores de eliminação do parasito em uma Infecção pelo S. mansoni ou no caso da imunidade 

protetora induzida por vacinação tem como principal alvo os esquistossômulos. Em humanos, 

IgG1, IgG3 e IgE são anticorpos capazes de mediar a destruição de esquistossômulos in vitro 

na presença de eosinófilos, macrófagos e plaquetas por um mecanismo de citotoxidade 

mediada por anticorpo – ADCC e fixação de complemento (Capron & Capron, 1994; Khalife 

et al., 1986; Joseph et al., 1983). Assim, em camundongos, após a realização do ensaio de 

citotoxidade em experimento in vitro utilizando esquistossômulos recém-transformados, 

observamos que os anticorpos foram capazes de se ligar à superfície do parasito sendo 

capazes de reconhecer e se ligar às proteínas de superfície. Além disso, observamos o 

importante papel do complemento na eliminação do parasito por via clássica e que a presença 

de anticorpos específicos aumentou a capacidade do complemento em matar o 

esquistossômulo. Estudos demonstram que a ativação do complemento tem papel 

fundamental na eliminação do parasito principalmente no começo da Infecção (Corre-Oliveira 

et al., 1982). Muitas células tais como eosinófilos e macrófagos promovem a morte do 

parasito através do mecanismo de citotoxidade celular depende de anticorpos (ADCC) (David 

et al., 1980; James et al., 1981). Além disso, em experimento in vivo por meio da 

transferência passiva de soros de camundongos imunizados com Smteg + CFA/IFA nós 

verificamos uma redução significativa de 27% da carga parasitária de camundongos que 

receberam soro contendo anticorpos anti-Smteg além de uma redução significativa de 37% e 

47% no número de ovos presos no intestino e fígado destes animais, respectivamente (Melo 

TT, 2014). Este trabalho corrobora com o estudo de Torben et al. (2011), o qual também 

observou significativa diminuição da carga parasitária de 31-45% de camundongos receberam 

soro anti-Sm-p80. 

 Tem-se descrito na literatura alguns tipos de linfócitos com perfis de respostas 

distintos. Entre eles, há aqueles que possuem um perfil Th1, produtores de citocinas IFN-γ, 

IL-12 e TNF-α. Há o tipo Th2 que são produtores das citocinas IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 

(Hilleman et al., 1998). Um modelo de resistência bastante estudado na esquistossomose é o 

que utiliza cercária irradiada em imunizações. Uma única exposição à cercária atenuada é 
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capaz de induzir altos níveis de proteção em camundongos desafiados com a cercária não 

atenuada, e essa imunoproteção está relacionada à produção de IFN-γ e à imunidade mediada 

por células (Vignali et al., 1989; Wilson et al., 1996). Esses autores sugerem que a proteção 

nesse modelo está relacionada a um perfil de resposta imune do tipo Th1. Em humanos, a 

resposta do tipo Th1 também tem sido associada à resistência contra Infecção pelo S. 

mansoni, já que PBMC de indivíduos naturalmente resistentes à Infecção por este parasito 

produzem altos níveis de IFN-γ in vitro quando estimulados com antígenos das diferentes 

fases de desenvolvimento do S. mansoni (Viana et al., 1995). Para ativar esses mecanismos 

efetores é importante a ativação de células CD4+ secretando IFN-γ e TNF-α além de induzir a 

produção de anticorpos capazes de ativar o complemento e de promover a citotoxicidade 

celular dependente de anticorpo (ADCC). Dessa forma, a imunidade protetora contra a 

Infecção pelo S. mansoni em camundongos está relacionada com o desenvolvimento de uma 

resposta celular e humoral, sendo a produção de IFN- γ e TNF-α importantes para a 

eliminação do parasito (Wilson et al., 1996; Jankovic et al., 1999). 

 Em relação às respostas celulares observadas nos trabalhos aqui apresentados, na 

imunização de camundongos com Smteg na ausência de adjuvante, observamos um aumento 

da porcentagem de células esplênicas CD4+IFN-γ+ e CD4+IL-10+ com aumento 

estatisticamente significativo na produção de citocinas IFN-γ e IL-10. Além disso, observou-

se ainda que o Smteg foi capaz de induzir células dendríticas derivadas da medula óssea a 

produzir níveis estatisticamente significativos de IL-10. Estes resultados sugerem que a IL-10 

produzida em resposta a imunização estaria envolvida na modulação da resposta inflamatória 

e, consequentemente,na perda da proteção.Na imunização utilizando como adjuvantes alum e 

alum+ CpG-ODN, o perfil de citocinas foi diferente entre as formulações, enquanto a 

imunização com Smteg/alum levou a um predomínio do da resposta imune do tipo Th2 com 

alta produção de IL-4, a imunização com Smteg/alum/CpG-ODN induziu um perfil misto de 

resposta com significativa produção de IL-4 e IFN-γ . Em ambas as formulações observou-se 

aumento significativo na produção de TNF-α no sobrenadante de esplenócitos. A imunização 

com adjuvante CpG-ODN também levou a ativação de células CD4+, macrófagos e aumento 

no percentual de células B. 
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 A imunização na forma de DNA com o plasmídeo pcDNA3.1V5His.A contendo o 

gene SmCyp induziu um aumento significativo na produção de IFN- γ  por esplenócitos e 

diminuição significativa na produção de IL-10.  

 Em camundongos imunizados com o gene SmCyp foi observada uma modulação do 

granuloma, medida pela redução da área dos mesmos.Vale ressaltar que, analisamos 

especificamente um estágio do granuloma: exsudativo-produtivo. Segundo Lenzi et al. (1998) 

é de fundamental importância em estudos histopatológicos utilizar granulomas centrados por 

ovos viáveis e de mesma fase evolutiva, para tal sugere-se que sejam analisados granulomas 

exsudativo-produtivo. Infelizmente, a maioria dos trabalhos sobre modulação dos granulomas 

não discrimina esses aspectos topográficos e os dados são heterogêneos, variáveis e até 

contraditórios de modelo para modelo que dificultam uma análise integral (Lenzi et al.(1998). 

A regulação do granuloma parece seguir mecanismos diferentes conforme a fase de Infecção. 

Além disso, a regulação negativa do tamanho dos granulomas em Infecções agudas (oito 

semanas) difere da regulação da fase crônica (Flores-Villanueva et al., 1996). Assim, para 

uma melhor compreensão da patogênese da doença é importante sempre levar em 

consideração os mecanismos imunes envolvidos. 

 Além do equilíbrio Th1/Th2 na modulação de granuloma, outros mecanismos 

imunológicos poderiam ser citados como alternativa, por exemplo, a ativação de macrófagos 

(aaMΦ) (Herbert et al.., 2004), ativação de células T reguladoras (Singh et al.., 2005) ou o 

aumento da produção de IL-10 (Wynn et al., 1998), também foram descritos na modulação 

granuloma. Em nosso, estudo a IL-10 parece não estar envolvida nesta regulação uma vez que 

os níveis desta citocina estão diminuídos nos camundongos imunizados.No entanto, os 

mecanismos imunológicos envolvidos nesta regulação precisam ser melhor investigados.  

 A imunização de camundongos com SmCyp na forma de DNA, como demonstrado 

anteriormente, não elicitou  proteção nos camundongos, mas ativou células do sistema imune 

induzindo modulação do granuloma. Sendo assim, a SmCyp é um bom candidato vacinal. 

Entretanto, a escolha da estratégia vacinal não favoreceu a indução de resposta protetora. 

Novas formulações terão que ser avaliadas para investigar, de forma mais consistente, a 

habilidade da proteína SmCyp induzir proteção. 
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 As análises proteômicas foram extremamente importantes para a identificação das 

proteínas do tegumento do esquistossômulo do S. mansoni (Smteg) responsáveis pela ativação 

do sistema imune, o que torna possível a identificação de futuros candidatos vacinais. A 

constante atualização das ferramentas utilizadas na proteômica juntamente com a genômica e 

análise de bioinformática, têm ajudado no aprimoramento do conhecimento da biologia do 

parasito e na busca de novos alvos vacinais, terapêuticos e de diagnósticos (Fonseca et al., 

2012).  
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6 ANEXOS 

6.1 Aceite CEUA  
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6.2 Artigo Revisão “Schistosoma tegument protein in vaccine and Diagnosis 

development: an Update” 
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The development of a vaccine against schistosomiasis and also the availability of a more sensitive diagnosis test are important 
tools to help chemotherapy in controlling disease transmission. Bioinformatics tools, together with the access to parasite genome, 
published recently, should help generate new knowledge on parasite biology and search for new vaccines or therapeutic targets 
and antigens to be used in the disease diagnosis. Parasite surface proteins, especially those expressed in schistosomula tegument, 
represent interesting targets to  be used in vaccine formulations and in the diagnosis of early infections, since the tegument 
represents the interface between host and parasite and its molecules are responsible for essential functions to parasite survival. In 
this paper we will present the advances in the development of vaccines and diagnosis tests achieved with the use of the information 
from schistosome genome focused on parasite tegument as a source for antigens. 

 
 
 
1. Introduction 

 
Schistosomiasis is still a significant public health problem  in tropical countries despite the existence of e? ective drugs 
against the parasite [1]. Chemotherapy as a strategy for dis- 
ease control has proved ine? ective in controlling transmis- 
sion [1] therefore, the development of a vaccine against the 
disease and also a more sensitive diagnosis test is necessary to  
ass is t chemotherapy in control programs [1, 2]. 

In  this context, the  recent availability of schistosome 
genomes information  represents  an  important  toll to  be 
used in the discovery of new targets for vaccine and diag- 
nosis. Schistosoma mansoni genome, published in 2009 [3] 
described 11.809 genes  while Schistosoma japonicum genome 
[4] has been described to  be composed of 13.469 genes. 
Their assemblies were generated by conventional capillary 
sequencing resulting in 19.022 sca? olds (S. mansoni) and 
25.048 sca? olds (S. japonicum). More recently an improved 
version of the S. mansoni genome was published [5], utilizing 

a combination of traditional Sanger capillary sequencing and 
deep-coverage Illumina sequencing that refined gene pre- 
diction resulting in a reduction in the number of predicted 
genes from 11.809 to 10.852. Illumina-based technology was 
also used in Schistosoma haematobium genome sequencing, 
which described 13.073 genes [6]. 

Simultaneously to  genome  publication,  an  important 
tool to access and analyze parasite genome has been devel- 
oped, the  SchistoDB (http://www.schistodb.net/)  database 
[7]. The SchistoDB enables access to information  on the 
parasite genome even to those researchers not special ized in 
computer language. The current 3.0 database version pro- 
vides access to the latest draft of S. mansoni genome sequence 
and annotation and also  to S. japonicum and S. haematobium 
genome annotation. 

The bioinformatics tools, together with the availability  to 
access parasite genome, should have helped the knowledge of 
parasite biology and the search for new vaccines, therapeutic 
targets, and antigens to be used in the disease diagnosis. In 
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this paper we will present the advances in the development 
of vaccines and diagnostics tests achieved with the use of the 
information from schistosome genome, focus will be given 
to the parasite tegument as a source for antigens. 

 
2. Host-Parasite Relationship: Role for 

the Parasite Tegument 
 

Highly adapted to parasitic life, schistosomes can live for 
years or decades even in a hostile environment as the circu- 
latory system from vertebrate host where the parasite has an 
intimate contact with circulating elements of the immune 
system [8]. 

In  this  successful host-parasite  relationship,  the  host 
immune  system plays an important  role in both  parasite 
development and elimination. CD4+ cells, hormones, and 
cytokines as TNF-α, TGF-β, and IL-7 produced by the host, 
seem to assist the parasite development [9–15]. While CD4+ 
cells, B cells, IFN-γ, and TNF-α has been described to be 
involved in parasite elimination in the irradiated cercariae 
vaccine model [16–18]. 

Moreover, the highly adapted relationship between schis- 
tosomes and the mammalian  definitive host also involves the e? ective mechanisms for evading the immune response 
that  they provoke. In this context, the parasite tegument 
plays  an important role [19, 20]. After penetration, the para- 
s ite surface undergoes a profound change that allows parasite 
adaptation into the host internal microenvironment  where 
the parasite switches from its immune-sensitive to an 
immune-refractory  state [21]. In  cercariae, the  surface is 
characterized by a single bilayer membrane  covered by a 
dense glicocalyx. During penetration, the glicocalyx is lost 
and the membrane transforms into a double bilayer me m- 
brane  [22].  Evading mechanisms  as  antigenic  mimicry, 
membrane turnover, production of immunomodulatory 
molecules and modulation  of surface antigens expression 
a lso takes place in the parasite surface and contributes to 
schistosome survival [23, 24]. 

Trying to eliminate the parasite, host immune  system 
targets the antigens in parasite surface. Studies in mice have 
shown that the developmental stage most susceptible to the 
host immune system attack is the schistosomula stage. Very 
early after infection, schistosomula are susceptibl e to cellular 
and humoral immunity, however, in the course of parasite 
development the susceptibility is rapidly lost [25, 26]. The 
resistance to host immune  response acquired by parasites 
can be in part explained by surface changes inde pendently 
of host antigens adsorption  [27–29]. In addition,  El Ridi 
and colleagues [30], demonstrated that lung-stage schisto- 
somulum protect themselves from the host immune system 
by confining antigenic m olecules in lipid-rich s ites of surface 
membrane.  In  contrast,  McLaren, in  1989 [31],  demon- 
strated that both skin and lung schistosomula phases are ta r- 
gets of the immune system in the radiation-attenuated  vac- 
c ine model which trigger an inflammatory reaction around 
the larvae inhibiting their migration. 

Since schistosomula  is  the   major  target  of  the  host 
immune  system attack  and  its  tegument  represents  the 
interface between parasite and host, also performing vital 

functions that ensure parasite survival [32], the study of i ts 
structure and how it interacts with the host immune system 
can provide important  information  about disease control, 
especially to those related to the search for new drugs and 
vaccine development. We have recently demonstrated  that 
the schistosomula tegument from S. mansoni (Smteg) is rec- 
ognized by TLR4 in dendritic cells (DC) leading to DC acti- 
vation and production of proinflammatory cytokines as IL- 
12 and TNF-α [33]. In contrast to this inflammatory profile, 
Smteg also induce IL-10 production by DC in a TLR (Toll like 
receptors) 2, 3, 4, and 9 independent manner (unpubl ished 
data) once again  demonstrating that schis tosomula tegument 
can both activate or modulate host immune system. 
 
3. The Tegument as Antigen Source for 

Vaccine Development 
 
Most of the studies that aimed to identify membrane proteins 
in parasite tegument were performed in adult worms [34– 
36]. Although schistosomula is the major target for host 
immunity, its tegument proteins have still not been charac- 
terized, mainly due to the di? culty in obtaining su? cient 
quantit ies of material for such protein studies [37]. Indeed 
protective antigens are found in S. mansoni schistosomula 
tegument  (Smteg)  since mice immunization  with  Smteg 
formulated with Freunds’  adjuvant [38] or Alum  + CPG- 
ODN (unpublished data) is able to reduce s ignificantly worm 
burden and egg elimination with the feces. The characteri- 
zation of these protective antigens is being performed using 
immune-proteomics analys is  and genome databases to iden- 
tify candidates to be used in a vaccine formulation against 
schistosomiasis. Other “omics” technologies are also being 
used to identify schistosoma proteins, mainly those expressed 
in schistosomula. In this context, two studies, using cDNA 
microarrays technologies assessed the most relevant tran- 
scriptional changes in the schistosomula development phase. 
These studies demonstrated that tetraspanin, Sm22.6, Sm29, 
Sm200 and phosphadiesterase are membrane  proteins are 
highly expressed during schistosomula phase [39, 40]. Fur- 
thermore, the studies that used gene silenci ng through RNAi 
technique could clarify the importance  of some proteins, 
such as cathepsins [41, 42] and tetraspanins [43] for parasite 
development and survival. The same membrane protein was 
identified in adult  worm tegument preparations using Mass 
spectrometry (MS-)-based proteomics [33, 34] together with 
genome, transcriptome  and genetic maps information  [3, 
44–46]. Recently a proteomic  analysis demonstrated  that 
Sm29 and Sm200 are linked to parasite surface me mbrane 
through a  GPI-anchor [47] while the most abundant protein 
in adult worm tegument, among the investigated molecules, 
are  aquaporin,  dysferlin, TSP-2, and  ATP diphosphohy- 
drolase [48]. Among this expressive catalogue of protein 
expressed in the schistosome tegument, some of them have 
been evaluated as vaccine antigen in immunization protocols 
in mice. The Table 1 summarizes the results observed in these 
preclinical trials using tegument proteins. 

Sm29 was identified by Cardoso and coworkers using in  
silico analysis to identify in S. mansoni transcriptome putative 
expressed proteins localized in the parasite tegument [49].
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Sm29 recombinant form induces a Th1 profile in mice asso- 
ciated with a reduction of 51% in worm burden when used 
in vaccine formulation [50]. The tegumental protein, Sm22.6 
and its homologue in S. japonicum (Sj22.6), are involved in 
resistance to reinfection in endemic areas [51, 52]. Immu- 
nization of mice with recombinant 22.6 formulated with Fre- 
und adjuvant resulted in 34.5% reduction on worm burden 
[53] while Sm22.6 formulated with alum failed to induce 
protection against schistosomiasis but induced a regulatory 
response able to modulate allergic asthma in mice [54, 55]. 

Tetraspanins (TSP) 1 and 2 were identified in a cDNA 
library from S. mansoni based on their m embrane-targeting 
signal [56]. Immunization  of mice with TSP1 recombinant 
protein  resulted in a reduction  of 57% in worm burden 
and reduction  in the number  of eggs in liver (64%) and 
intestine (65%), TSP2 recombinant protein was less e? ective 
in reducing worm burden (34%) but had similar e? ects in 
reducing the number of eggs trapped in the liver (52%) and 
intestine (69%) [57]. The TSP-2 homologue in S. japonicum 
has also been evaluated in murine immunization however no 
protection was  observed [58]. 

ECL or Sm200 is a GPI-anchored protein in the S. m an- 
soni tegument that has also been associated with praziquantel 
e? cacy, since antibodies  against this  protein  can restore 
drug e? cacy in B cells depleted mice [59, 60]. Murine DNA 
vaccination with the gene encoding Sm200 elicited 38.1% 
protection while immunization of mice with enzymatically 
cleaved GPI-anchored proteins from the S. mansoni tegu- 
ment, in which Sm200 represent the most abundant protein 
result  in 43% reduction  in adult  worm burden  [61, 62]. 
Sm21.7 was tested as antigen in a recombinant vaccine [63] 
and DNA vaccine [64]. Immunization of mice with recom- 
binant Sm21.7 resulted in a decrease of 41%–70% in worm 
burden while DNA vaccination resulted in of 41.5% worm 
burden reduction [63, 64]. 

The  schistosome antioxidant  enzymes (Cu/Zn  super- 
oxide dismutase-SOD, glutathione-S-peroxidase-GPX) are 

developmenta lly regulated. The lowest level of gene expres- 
sion and enzyme-specific activity was found in the larval 
stages  while the highest level of gene expression was observed 
in  adult  worms  [65–68].  This  suggests that  antioxida nt  
enzymes are important  in immune evasion by adult schis- 
tosome parasites [67]. Also RNAi assays demonstrated that 
knocking down the  antioxidants  enzymes GPX and  GST 
result in dramatic decreases in sporocys ts survival indicating 
that these enzym es are capable of enhancing parasite survival 
in an oxidative environment  [69]. Mice immunized  with 
the antioxidant  enzyme Cu-Zn superoxide dismutase in a  
DNA vaccine s trategy resulted in 44–60% reduction in worm 
burden [65]. 
 
4. Antigens to Be Used in Schistosomiasis 

Diagnostic Test 
 
Currently, all available techniques for the diagnosis  of schist- 
osomiasis are  characterized  by  having  some  lim itations, 
especially when it becomes necessary to detect infection in 
a large number of patients with low parasite load [70]. One  
of the initial di? culties  in the development of a test  for the 
diagnosis of schistosomiasis is the choice of an appropriate 
antigen. There are several factors that influence this choice: 
easily of production, high stability in sample storage, immu- 
nogenicity, specificity, and ability to be incorporated to low 
costs test platforms [71]. 

In this context, the availability of the complete genome 
sequences in combination with other technologies such as 
bioinformatics and proteomics, provides important  tolls to 
seek for an ideal candidate to compose an e? cient immun- 
odiagnostic  test. With this in mind, our group have recently 
designed an in silico strategy  based in the principles of reverse 
vaccinology, and using a rational criteria to mine candidates 
in parasite genome to be used in the immunodiagnosis of 
schistosomiasis [72]. Six antigens were selected based on the  
evidence of gene express ion at di? erent phases of the parasite  
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l ife cycle in the definitive host, accessibility  to host immune 
system (exposed proteins), low similarity with human and 
other helminthic proteins, and presence of predicted B cells 
epitopes (Table 2) [72]. Although our in silico analysis led to 
identification of six candidates, this s trategy has not been yet 
experimentally validated. 

Other groups have also used bioinformatics analysis to 
select target sequence from S. japonicum genome to be used 
for the detection of parasite DNA in blood samples. A 230- 
bp sequence from the highly repetitive retrotransposon SjR2 
was identified and  it was demonstrated  that  PCR test to 
detect SjR2 is highly sensitive and  specific for  det ecti on 
S. japonicum infection in the sera of infected rabbits and 
patients [73]. More recently the same group performed a 
comparative study to determine the best target to be used 
in a molecular diagnosis test for schistosomiasis japonic um 
in 29 retrotransposons identified by bioinformatics analysis. 
A 303-bp sequence had the highest sens itivity  and specificity 
for the detection of S. japonicum DNA in serum samples [74]. 

Proteomics analysis has also been used in the identifica- 
tion of candidates to the immunodiagnosis of schistosomia- 
sis. Western Blot with sera from S. japonicum infected rabbit 
in a two-dimensional gel loaded with adult worm prepara- 
tion identified 10 spots that were demonstrated by LC/MS- 
MS to correspond to four di?erent proteins: SjLAP (Leucine 
aminopeptidases), SjFBPA (fructose-1,6-bisphosphate aldo- 
lase), SjGST (Glutathione-S-transferase)  and  SJ22.6 [75]. 
Recombinant SjLAP and SjFBPA were tested in ELISA assay 
and presented high e? cacy for the diagnosis of S. japonicum 
infection, with 96.7% specificity for both proteins and 98.1% 
or 87.8% sensitivi ty to detect acute and chronically infected 
individuals, respectively, when SjLAP was used as antigen or 
a  sens itiv ity  of 100% (acute) and 84.7% (chronic infection) 
when SjFBPA was used as antigen [75]. 

 
 
5. Other Membrane Proteins Candidates 

to Be Used in Vaccine Formulation and 
Diagnosis Tests 

 
Aquaporins are small integral membrane proteins involved 
in the selective transportation  of water and other  solutes 
through plasma membranes of mammals, plants and lower 

organisms [76]. This  protein was described to be abundant in 
schistosome tegument and due to its physiological function 
and abundance represent an interesting target to vaccines 
and diagnosis tests [48]. Characterization of the S. japonicum 
aquaporin-3  using bioinformatics tools demonstrated  that 
this 32.9  kDa transmembrane protein has predicted B cells 
epitopes with the most likely epitopes present in the N- 
terminal portion  of the protein, located outside the mem- 
brane [77]. Other abundant protein in schis tosoma tegum ent 
is dysferlin, based on analogy with homologues from other 
organisms, this protein seems to be involved in me mbrane 
repair and/or vesicle fusion in tegument surface [34]. 

ATP-diphosphohydrolases are enzymes involved in ADP 
and ATP hydrolysis that has been related to host immune sys- 
tem evasion, since this enzyme could hydrolyze the ATP pro- 
duced in response to parasite induced stress in the e ndothe- 
lio thus modulating  the DAMP (danger associated mole- 
cular pattern)-mediated  inflammatory  signaling [78, 79]. 
In schistosomes two di? erent proteins have been described 
SmATPDase 1 and SmATPDase2 with approximately 63 and 
55 kDa [80, 81]. SmATPDase 1 is located in  the  border 
of the tegument while SmATPDase2 is located in internal 
structure  of the tegument syncytium and can be secreted 
[81]. The immunogenicity of the synthetic peptide (r175– 
190) from SmATPDase2 has been demonstrated  in Balb-c 
mice, however the protection induced by this epitope has not 
been evaluated [82]. 

Although most tegument protein listed in this paper has 
been identified in adult worm tegument, an in silico anal- 
ysis performed  in  SchistoDB (http://www.schistodb.net/) 
demonstrates that some of them are also expressed in the 
schistosomula stage as demonstrated in Figure 1 reinforcing 
their potential to be used in a vaccine formulation or in the 
early diagnosis of schistosome infection. 
 
6. Conclusion 
 
So far the genome, transcriptome, and proteome i nforma- 
tion provided many targets to be tested in schistosomiasis 
vaccine and diagnosi s and also  new knowledge about schisto- 
some biology. However approximately 40% of the schisto- 
some genome is composed of hypothetical proteins  with 
unknown function that represents interesting targets to be 



 

 

153 

 

 

 

N
um

b
er

s 
of

 E
S

T
 

 
40 

35 

30 

25 

20 

15 

10 

5 

0 
Sm200   Sm29    TSP-2   TSP-1 Dysferlin Sm22.6 Sm21.7 

[8] A. R. C. Harris, R. J. Russell, and A. D. Charters, “A review of 
schistosomiasis in immigrants in Western Australia, demon- 
strating the unusual longevity of Schistosoma mansoni,” Trans- 
actions of the Royal Society of Tropical Medicine and Hyg iene, 
vol. 78, no. 3, pp. 385–388, 1984. 

[9] S. J. Davies, J. L. Grogan, R. B. Blank, K. C. Lim, R. M. Lock- 
sley, and J. H. McKerrow, “Modulation of blood fluke develop- 
ment in the liver by hepatic CD4+ lymphocytes,” Science, vol. 
294, no. 5545, pp. 1358–1361, 2001. 

[10] R. L. De Mendonça, H. Escrivá , D. Bouton, V. Laudet, and 
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Figure 1: Predicted expression of schistosome tegument proteins 
in the di? erent parasite life stage in the definitive host. schistosome 
tegument  protein  identified by proteomics analysis of the adult 
worm tegument was analyzed in SchistoDB database (http://www 
.schistodb.net/). Bars represent the numbers of EST in each parasite 
life stage whose annotation  correspond to Sm200, Sm29, TSP-2, 
TSP-1, Dysferlin, Sm22.6, or Sm21.7. 

 

 
 

tested and characterized. An increase in the knowledge a bout 
parasite biology, pathogenesis , and host-parasite relationship 
can be expected for the next years. 
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