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RESUMO

A esquistossomose ¢ uma doenga parasitaria cronica e negligenciada, causada pelo
platelminto Schistosoma sp. e afeta 240 milhdes de pessoas em todo o planeta. No Brasil,
¢ considerada uma endemia em expansdo e atinge 19 estados. O Schistosoma mansoni
consegue evadir da resposta imune do hospedeiro de uma forma ndo totalmente
compreendida. Assim, a busca por novos farmacos para o tratamento da esquistossomose
tende a se tornar uma nova alternativa para o controle das infecgdes causadas por esse
parasito. A via de biossintese de bases puricas ¢ uma das principais para o
desenvolvimento de farmacos, pelo fato dela estar diretamente relacionada com a
manuten¢ao da sintese de DNA e RNA. A enzima recombinante Hipoxantina-Guanina
FosforribosilTransferase (HGPRT) tem uma importante fun¢dao na via de salvagdo de
bases puricas. Portanto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial da
enzima recombinante HGPRT no tratamento (Imunoterapia) de esquistossomose
experimental. Como metodologia foi utilizada Imunoterapia utilizando a enzima HGPRT
recombinante de S. mansoni para tratar camundongos fémeas da linhagem Swiss
infectados pelo S. mansoni em 3 doses apds 28° dia de infec¢ao. Posteriormente foi feito
a avaliag¢@o e contagem de ovos nas fezes pelo método Kato — Katz, contagem de células
da cavidade do lavado peritoneal e sangue, perfusao para recuperacao de vermes adultos
do sistema porta-hepatico e mesentério intestinal. Os resultados foram analisados usando
o programa estatistico Prism GraphPad 5.01. Os animais infectados e tratados com essa
enzima apresentaram uma acentuada diminui¢ao no numero de ovos, o que ¢ fundamental
para a diminui¢ao da morbidade relacionada a parasitose. Houve também uma diminuigao
da carga parasitaria € no numero de eosinofilos. Os resultados demonstram que, o
tratamento com a enzima HGPRT recombinante de S. mansoni apresentou potencial para
tratamento da esquistossomose mansonica. Dessa forma, esses resultados precisam ser
melhores investigados para se compreender quais os mecanismos estdo envolvidos no

controle da esquistossomose.

Palavras-chave: Esquistossomose; Imunoterapia; Via de salvacao; HGPRT.



ABSTRACT

Schistosomiasis is a chronic parasitic disease and neglected, caused by the flatworm
Schistosoma sp and affects 240 million people around the world. In Brazil is considered
expanding and reaches 19 states. Schistosoma mansoni can evade the host immune
response in a way not fully understood. Thus, the search for new drugs for the treatment
of schistosomiasis tends to become a new alternative for the control of infections caused
by this parasite. The purine bases biosynthetic pathway is a key to drug development,
because it is directly related to the maintenance of DNA and RNA synthesis. The
recombinant enzyme Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase (HGPRT) has an
important function in the way of salvation of purine bases. Therefore, this study aimed to
evaluate the potential of recombinant enzyme HGPRT treatment (Immunotherapy) in
experimental schistosomiasis. The methodology used was Immunotherapy using the
enzyme of S. mansoni recombinant HGPRT to treat female mice of the strain Swiss
infected with S. mansoni with 3 doses after 28 days of infection. Later it was made the
evaluation of egg in feces by the method Kato - Katz, cell count of peritoneal cavity
lavage and blood, perfusion for the recovery of adult worms’ door-hepatic system and
intestinal mesentery. The results were analyzed using statistical program GraphPad Prism
5.01. Infected animals and treated with the enzyme showed a marked decrease in the
number of eggs, which is critical to reducing the morbidity related to parasitosis. There
was also a reduction of the parasitic load and the number of eosinophils. The results
demonstrate that treatment with recombinant S. mansoni HGPRT enzyme has potential
for treatment of schistosomiasis. Thus, these results need to be better investigated to

understand which mechanisms are involved in the control of schistosomiasis.

Keywords: Schistosomiasis; Immunotherapy; Salvation pahtway; HGPRT.
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1. INTRODUCAO
1.1 Esquistossomose

A esquistossomose ¢ uma doenga parasitaria causada pelo trematoda Schistosoma
sp., € apresenta diferentes espécies, sendo a Unica presente no Brasil o S. mansoni, que
também ocorre na Africa, América e sul das Antilhas. O S. haematobium pode ser
encontrado na Africa. J4 as espécies S. japonicum e S. mekongi ocorrem no sudeste
asiatico e no Pacifico Ocidental. Hi também o S. intercalatum na Africa e o S. malayensis
na Malasia (REY, 2008). A Organiza¢dao Mundial da Satde estima que a esquistossomose
acometa 240 milhoes de pessoas e 779 milhdes vivem em areas de risco em 78 paises
(WHO, 2014). No Brasil a esquistossomose mansonica atinge aproximadamente 7
milhdes de individuos, sendo que 25 milhdes de pessoas vivem em area de risco
(MINISTERIO DA SAUDE, 2014). Atingem 19 estados (Figura 1) com maior
prevaléncia nas regides Nordeste e Vale do Jequitinhonha. E considerada uma doenga
negligenciada e na maioria das vezes, essas doengas sdo tropicais, infecciosas e nao
apresentam tratamento eficaz com cura efetiva (DINIZ, 2009), pois atinge pessoas pobres
e ndo ha interesse em erradicar a doenga.

Figura 1: Areas endémicas da esquistossomose mansénica no Brasil
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Fonte: AMARAL, R. S. TAIUIL, L. D. D, ENGELS, D. An analysis of the impact of the Schistosomiasis
Control Programme in Brazil. Memérias do Instituto Oswaldo Cruz. v. 101 (Suppl. 1), p 79-85, 2006.

A esquistossomose tem grande importancia nas discussdes sobre saude no mundo
devido a sua abrangéncia continental. Ocupa a segunda posi¢ao no ranking das doengas
tropicais, superada apenas pela malaria, registrando altos indices de morbidade. E
considerada uma doenca insidiosa e incapacitante em idades precoces e esta relacionada,
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principalmente, a auséncia ou a precariedade no saneamento basico (WHO, 2014). E
conhecida pelos brasileiros como barrida d’agua, xistose, doenga do caramujo e
belhardiase e ¢ caracterizada na forma mais grave, pela hepatoesplenomegalia, pelo
aumento do figado e do bago. O diagndstico e o tratamento sdo relativamente simples,
mas a erradicacdo da doenga s6 ¢ possivel com medidas que interrompam o ciclo
evolutivo do parasito, como a realizagdo de obras de saneamento basico e a mudanca
comportamental das pessoas que vivem em areas endémicas e tratamentos eficazes com
100% de cura dos individuos tratados (KATZ; ALMEIDA, 2003).

1.2 Ciclo de vida de S. mansoni

O ciclo bioldgico do S. mansoni € complexo, pois € caracterizado por duas fases:
uma no hospedeiro definitivo (vertebrado mamifero/ homem) e outra no hospedeiro
intermediario (invertebrado/ molusco — Biomphalaria sp.). As etapas evolutivas
consistem no verme adulto, macho e fémea (Figura 2), ovo, miracidio, esporocisto,
cercaria e esquistossomulos. Os individuos dessa espécie apresentas nitido dimorfismo
sexual. O macho apresenta tamanho inferior a fémea e mede cerca de 1 cm e tegumento
esbranquicado. J4 a fémea mede cerca de 1,5 cm, apresentando forma cilindrica, cor
escurecida e tegumento liso (REY, 2008).

Figura 2. Vermes adultos de S. mansoni em vista lateral e em vista frontal mostrando
a fémea emergindo do canal ginecoforo

> )_. (! / v - i 100

Figura 2. Vermes adultos de S. mansoni em vista frontal (A) e em vista lateral (B) mostrando a fémea
emergindo do canal ginecéforo Fonte: Parasite of  day Disponivel em:

<http://scienceblogs.com.br/rainha/files/schistosoma mansonil.jpg>

Os vermes adultos vivem nos vasos sanguineos que ligam o intestino ao figado
(veias mesentéricas e sistema porta-hepatico) do hospedeiro vertebrado (Figura 3). A
postura dos ovos ocorre nos vasos capilares do intestino do hospedeiro, quando entdo
passam para a luz intestinal e sdo eliminados juntos com as fezes. Na agua, os ovos
eclodem, e liberam a larva miracidio que penetra no corpo do molusco e sofre
modificagdes abandonando o corpo deste como cercaria. Esta pode penetrar na pele do
homem, transformando se em esquistossomulos. Os esquistossdmulos sdo adaptados ao
meio interno isotonico do hospedeiro definitivo e penetram em seus vasos sanguineos ou
nos vasos linfaticos (KATZ; ALMEIDA, 2003). Muitos deles sdo destruidos pelo sistema
de defesa humano e os demais conseguem chegar até o coracdo e os pulmdes e,
posteriormente, migram para o figado, onde esses pequenos vermes se alimentam e
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tornam-se adultos. O ciclo evolutivo se completa quando os vermes adultos migram para
os vasos mesentéricos do hospedeiro e iniciam a oviposicao (KATZ; ALMEIDA, 2003).

Figura 3. Ciclo de vida de S. mansoni
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Figura 3: Ciclo de vida de S. mansoni. Fonte: Adaptado de Manual de doencas transmitidas por dgua e
alimentos. Disponivel em: <http://www.cve.saude.sp.gov.br>

1.3 O hospedeiro intermediario

No Brasil existem trés espécies de hospedeiro intermediario para o S. mansoni,
todas pertencente ao género Biomphalaria. Por ordem de importancia sdo: Biomphalaria
glabrata, Biomphalaria straminea e Biomphalaria tenagophila (MINISTERIO DA
SAUDE, 2014). O B. glabrata é o principal hospedeiro de S. mansoni no Brasil, no
apenas pelo alto grau de suscetibilidade de suas populacdes ao parasito, mas também pela
distribui¢do geografica em toda a faixa costeira do Nordeste e regides do Centro e do Sul
(NEVES, 2010).

O género Biomphalaria pertence a Familia Planorbidae, que engloba, além deste
género outros géneros. Apresenta concha geralmente planispiral, com didmetro variando
em individuos adultos de 7 mm a 40 mm (NASCIMENTO, 2011).

Figura 4. Morfologia da concha de Biomphalaria glabrata
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F
Figura 4. Morfologia da concha de Biomphalaria glabrata. A e C. Vista lateral. B. Vista frontal.Fonte:

Adaptado de Vigilancia da Esquistossomose mansoni: Diretrizes técnicas. 4. ed. Brasilia: Ministério da
Saude, 2014.

c
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1.4 Patogenia da esquistossomose

Os sintomas da esquistossomose resultam primariamente da penetracao das larvas
cercarias (dermatite cercariana) inicio da postura de ovos (esquistossomose aguda) e
como complicagdes de estagios posteriores de proliferagdo tecidual e reparo
(esquistossomose cronica) (PARISE-FILHO; SILVEIRA, 2001). O periodo de
incubagdo ¢ de cerca de duas a seis semanas, sendo que o inicio da ovoposicao ¢ de
quatro a seis semanas e pode durar de seis a dez anos (MINISTERIO DA SAUDE,
2014).

A fase aguda (3 a 5 semanas) geralmente ¢ assintomadtica. Apés a entrada da
cercaria pode ocorrer a formag¢ao de micropapula avermelhada, sensagao de comichao,
edema e dores. A dermatite geralmente ocorre em casos de reinfec¢do e em individuos
hipersensiveis. Nesse periodo observa-se infiltracao de polimorfonucleares ao redor dos
parasitos e nas proximidades dos vasos. Mais tarde surgem linfocitos e macréfagos. Apos
3 dias, os esquistossomulos atingem o pulmao. A partir da segunda ou terceira semana os
vermes adultos sdo encontrados no sistema porta-hepatico o que pode causar, nessa fase,
linfadenia generalizada, febre, aumento generalizado do bago e sintomas pulmonares. Os
vermes adultos consomem aproximadamente 2,5 mg de ferro por dia, levando a anemia
por deficiéncia de ferro (NEVES, 2005; REY, 2008; WHO, 2014;).

A esquistossomose na fase cronica pode apresentar distintas manifestagcdes. Nessa
fase, o figado € o o0rgdo mais frequentemente comprometido, dependendo da maior ou
menor suscetibilidade do individuo e da intensidade da infec¢ao (WHO, 2014).

O comprometimento do figado se da pela formagao de granuloma (Figura 5). O
granuloma ¢ formado por intimeras células inflamatorias do sistema imune, incluindo
eosinofilos, componentes de matriz extracelular, proteinas de adesdo, fatores de
crescimento e angiogénese, originando uma estrutura esférica que circunda cada ovo
individualmente. Apos a morte do ovo, o granuloma diminui de tamanho, e deixa placas
fibrosas (com abundante quantidade de colageno) em seu lugar, aumentando a pressao
sanguinea portal assim como o didmetro da veia porta (PEARCE; MACDONALD, 2002;
LENZI et al., 2008). Sendo assim, ¢ relevante notar que o ovo do parasito ¢ o principal
agente patogénico, superando muito os efeitos nocivos produzidos diretamente pelos
vermes adultos (REY, 2008).

Figura 5. Granuloma hepatico
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Figura 5. Esquema de granuloma hepatico. Fonte: Adaptado de Pearce; MacDonald, 2002.
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1.5 8. mansoni e o sistema imunolégico do hospedeiro

O S.mansoni consegue evadir da resposta imune do hospedeiro, de uma forma nao
totalmente compreendida. Os processos de defesa do organismo iniciam-se a partir do
momento em que as larvas cercarias penetram na pele. Este 6rgao ¢ responsavel por
grande parte da destruicdo das cercarias inibindo sua migragdo. Trabalhos conseguiram
recuperar um terco de esquistossomulos mortos na pele de camundongos que foram
usados para infecta-los. Os esquistossdmulos também podem ser destruidos na migragao
pelos pulmdes e figado (REY, 2008).

A destruicdo dos esquistossdmulos ocorre devido a receptores para IgG e
proteinas do sistema complemento (C3) na membrana plasmatica de leucocitos. Outra
célula do sistema imunoldgico, o eosinéfilo, apresenta 2,5 vezes menos receptores deste
tipo quando comparado aos neutréfilos. Porém, os receptores constitutivos do eosinofilo
parecem favorecer mastocitos que foram sensibilizados por anticorpos especificos IgE a
aderirem aos esquistossomulos, pois podem sofrer influéncia de fatores quimiotaticos
produzidos por mastocitos. A excre¢do de tais fatores ¢ importante no mecanismo de
destruicao de parasitos (REY, 2008).

A infec¢do por S. mansoni apresenta duas fases: aguda e cronica. Na fase aguda
o padrao de resposta predominante ¢ do tipo Thl. Nesta fase, pode-se mensurar niveis de
TNF (fator de necrose tumoral) no plasma e em células mononucleares do sangue
periférico produzindo altos niveis de TFN, IL-1 e IL-6, que atuam como mediadores pro-
inflamatorios (PEARCE; MACDONALD, 2002).

Com a evolugdo da esquistossomose ocorre a produgdo de antigenos dos ovos na
6* semana, aproximadamente, e, neste momento, ocorre a modulagdo da resposta Thl e a
resposta do tipo Th2 ¢ induzida (Figura 6), levando a uma diminui¢ao da producao e
funcdes efetoras dos mediadores pro-inflamatérios. A citocina anti-inflamatoria IL-10
tem funcdo extremamente importante na modulacao da resposta THI e sua transi¢ao
(PEARCE; MACDONALD, 2002).

Na fase cronica predomina o padrao de resposta do tipo Th2. Apos a fase inicial
da doenga, a resposta Th2 precisa ser modulada para evitar o desenvolvimento de fibrose
hepatica e da morbidade cronica. As principais citocinas responsaveis pela fibrose
hepatica sdo as IL-13 e I1-4 uma vez que estas estimulas os macrofagos e os fibroblastos
a sintetizar colageno (PEARCE; MACDONALD, 2002).

Figura 6. Intensidade da resposta imune nas fases da esquistossomose

Intensidade da Resposta Imune

Figura 6. Resposta imune da esquistossomose mansonica ao longo do tempo. Fonte: Adaptado Pearce;
MacDonald, 2002.
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E de grande importincia o balanco entre os padrdes de resposta, Thl e Th2, uma
vez que o predominio da resposta imune em direcdo de um unico perfil é prejudicial e
pode levar o hospedeiro a morte. A IL-10 evita que aconte¢a um mecanismo pro-
inflamatorio potencialmente letal. Se o padrao Th2 ndo for modulado na fase cronica ele
pode levar ao aumento do processo de formacao da fibrose hepatica gerando a forma mais
grave da doenca, a hepatoesplénica (PEARCE; MACDONALD, 2002). As células
TCD4+ mantém a homeostase imunologica, controlando a magnitude da resposta imune
a organismos invasores (BELKAID; ROUSE, 2005).

Por fim, nota-se que a eficiéncia nos mecanismos imunoldgicos do hospedeiro ¢
contrabalanceada pelos dispositivos de escape do parasito, tais como: modifica¢do do
tegumento das larvas, em que estas ndo conseguem mais fixar anticorpos; descamacao
da superficie externa do tegumento dos vermes adultos, a qual ¢ substituida por novas
camadas de membrana celular e presenca de antigenos do hospedeiro adsorvidos ou
incorporados & membrana do parasito, fato que impede que os vermes adultos sejam
reconhecidos como estranho pelo organismo do hospedeiro (REY, 2008).

1.6 Farmacos comerciais

Vérios farmacos tém sido estudados em varios modelos experimentais. No
tratamento da esquistossomose ¢ utilizado o Praziquantel (PZQ) (REY, 2001). O PZQ ¢
utilizado para todas as espécies de Schistosoma sp. e atua nos vermes adultos e nos
esquistossomulos 2 dias apds a infeccdo, porém ja ha casos de perda de sensibilidade
descritos (LIANG et al., 2003; CIOLLI et al.; 2004). O medicamento ¢ absorvido via
difusdo simples pelo verme adulto, o que promove um aumento da permeabilidade ao
calcio da membrana celular gerando contragdes tetanicas, seguidas de paralisia muscular.
Posteriormente, ocorre vacuolizacdo e desintegracdo do tegumento, matando, assim, o
parasita (PAX et al., 1978; CAMPBELL; REW, 1986; GOODMAN; GILMAN,1996).

Mesmo tendo farmacos para tratar a doenga o indice de pessoas infectadas ainda
¢ muito alto, uma vez que o PZQ ndo evita a reinfeccao em regides endémicas, o que gera
a necessidade de repetir o tratamento, tornando-se necessaria a busca por novos
medicamentos (NERIS, 2013). O primeiro caso de resisténcia ao PZQ foi relatado no
Senegal em 1995, onde o medicamento produziu baixas taxas de cura (18-39%). Essa
suspeita foi confirmada quando os doentes foram tratados com Oxamniquine (OXM), que
com baixas doses (20mg) levou a uma taxa satisfatéria de cura (79%) (CIOLLI, 1998;
PICA-MATTOCCHIA; CIOLLI, 2003; HAGAN et al., 2004). Entretanto, nos dias atuais
0o OXM ndo ¢ mais utilizado devido a reagdes adversas e comprometimento do
tratamento.

O OXM é de uso exclusivo para tratar esquistossomose mansdnica na Africa e Sul
das Américas. Os pacientes adultos sao curados com dose unica, enquanto que as criangas
necessitam de duas doses em um curto espaco de tempo. Em pacientes reinfectados pouco
antes do tratamento, existe a possibilidade de formas juvenis escaparem ao efeito
terapéutico e chegarem a verme adulto, reiniciando a eliminag¢@o dos ovos nas fezes. O
OXM tem bons resultados no tratamento dos casos cronicos avancados, com
hepatoesplenomegalia, e nos casos de polipose do colo. O tratamento com essa droga
pode selecionar cepas de S. mansoni resistentes. Se assim ocorrer, ¢ conveniente refazer
o tratamento com PZQ. Porém, os efeitos colaterais como dores abdominais e tonturas
sao mais acentuados e como a eficiéncia entre ele e 0 PZQ ¢ praticamente a mesma nao
¢ mais usado (EMANUEL; PRATA, 1983; NASCIMENTO, 2011).
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Existem grupos de pesquisa no Brasil que vem testando fitoterapicos para o
tratamento da esquistossomose experimental. Alguns exemplos desses fitoterapicos sdo a
menta (Mentha piperita L.) e a garra (Harpagophytum procumbens).

1.7 Medidas alternativas para o controle do S. mansoni

Mesmo havendo tratamento para a doencga, a esquistossomose ainda ¢ uma das
principais enfermidades que afetam o ser humano, sem nenhuma imunizagdo efetiva
(NERIS, 2013). Ha algumas imunizagdes utilizando proteinas em fase de pesquisa. Uma
delas ¢ a proteina de membrana Sm TSP-1 no tegumento apical da membrana do S.
mansoni que apresentou reducdo de 30% a 50% contra vermes adultos e
aproximadamente 50% contra ovos (TRAN, et al., 2006).

Ja a proteina do tegumento dos esquistossomulos e da musculatura do verme
adulto, a paramiosina Sm97, induziu uma a¢ao contra os vermes adultos com reduc¢do de
30% a 50% (MATSUMOTO et al., 1988; PEARCE et al., 1988; CORREA-OLIVEIRA
et al., 1989; AL-SHERBINY et al., 2003).

A proteina Sm14 ¢ metabdlica e induziu uma agdo que atingiu os vermes adultos,
apresentando reducao de aproximadamente 50%. Esta proteina ¢ a tinica em fase de testes
clinicos. (MOSER, et al., 1991; TENDLER, et al., 1996; AL-SHERBINY et al., 2003;
FONSECA, et al., 2004; VARALDO et al., 2004).

Hé também a proteina GlutationaStransferase (Sm28) encontrada em todo corpo
do verme adulto e atingiu os vermes adultos e os ovos com diminuicao de carga parasitaria
de 30% a 50% (PORCHET et al., 1994).

E, por ltimo, a proteina Sm23 encontrada no tegumento apical da membrana que
apresentou agdo contra os vermes adultos com reducao de 30% a 50% de carga parasitaria
(RIBEIRO DE JESUS et al., 2000; DA’DARA et al., 2001; AL-SHERBINY et al., 2003).

Uma vez que essas proteinas estdo sendo testadas, a busca por novos antigenos de
grande interesse para a geracao de novos conhecimentos para o desenvolvimento de uma
nova vacina e Imunoterapia se faz importante.

1.8 Imunoterapia

Imunoterapia ¢ um tipo de tratamento que promove a estimulacdo do sistema
imunolégico, por meio do uso de substdncias modificadoras da resposta biologica. O
resultado da interagdo antigeno-anticorpo ¢ a reacdo imunoldgica que também pode
decorrer de mecanismos envolvidos na imunidade mediada por células (INCA, 2016).

Os linfocitos B sao os responsaveis pela produgao de anticorpos e os linfocitos T
tem papel na mediagdo por células na imunidade. Os monocitos e os macrofagos sao
células também efetoras de imunidade. Estes tipos celulares facilitam a acao dos linfocitos
T e de modificadores da resposta bioldgica, como as interleucinas (INCA, 2016).

A Imunoterapia vem sendo utilizada no tratamento de cancer. Sabe-se que ha uma
relacdo entre competéncia imunologica e evolugdo favoravel de doencas malignas
(INCA, 2016). No tratamento de parasitoses o uso desse tipo de terapia ¢ inédito.

1.9 Via de Salvacao de purinas do S. mansoni
Os nucleotideos sdo moléculas com diversas fungdes. Sao formados por uma
base nitrogenada purica (Adenina ou Guanina) ou uma base pirimidica (Citosina,

Timina ou Uracila), uma ribose e um grupo fosfato, formando o DNA ou RNA
(WILEY; SONS, 2004)

17



Hé duas vias metabdlicas que sintetizam os nucleotideos: a Via de Novo e a Via
de Salvacdo. A Via de Novo ¢ similar em todos os seres vivos para a sintese de bases
puricas e pirimidicas. A Via De salvagdo reutiliza os nucleotideos sem o grupamento
fosfato que sdo liberados na quebra de acidos nucleicos. Portanto, ambas vias s@o
essenciais para o metabolismo celular, sendo a de salvacdo mais econdmica
energeticamente (WILEY; SONS, 2004).

O S. mansoni depende exclusivamente da Via de Salvagao, pois o metabolismo de
purinas apresenta uma rapida incorporacao de 14C-glicina e 14C-glicose no anel purico,
0 que mostra a dependéncia externa de bases pré-formadas para a sintese de nucleotideos
(SENFT et.al., 1972; DOVEY et.al., 1984).

A via de biossintese de bases puricas e pirimidicas ¢ uma das principais para o
desenvolvimento de farmacos, pelo fato delas estarem diretamente relacionadas com a
manuten¢ao da sintese de DNA e RNA. Senft e Crabtree esquematizaram as varias vias
pelas quais a adenosina ¢ convertida em nucleotideos em S. mansoni. Este esquema ¢
mostrado na figura 7 (PEREIRA, 2009).

Figura 7. Esquema das vias de conversio de adenosina em nucleotideos em S.
mansoni

Adenosina
Adenosina —___quinase ____, A\pPe » ADpP «—>ATP
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fosforilase ‘APRT
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‘ IMP
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Figura 7. Esquema da via de salvagdo de purina de S. mansoni. AD: Adenosina Desaminase; PNP: Purina
Nucleosideo Fosforilase; HGPRT: Hipoxantina-Guanina Fosforibosiltransferase; APRT: Adenina
Fosforibosiltransferase; AMP: Adenosina Monofosfato; ADP: Adenosina Difosfato; ATP: Adenosina
Trifosfato; IMP: Inosina Monofosfato; GMP: Guanosina Monofosfato; GDP: Guanosina Difosfato; GTP:
Guanosina Trifosfato. Fonte: Pereira, H. M. et al. 2003.

As enzimas dessa via metabdlica agem intracelularmente. H4 na literatura
trabalhos que utilizaram essas enzimas recombinantes a fim de identificar novos alvos
terapéuticos. Coelhos infectados com cercarias de S. japonicum foram imunizados com a
enzima Adenilato Quinase mostrando resultados positivos, analisando o soro desses
animais (PENG et al., 2004). Outro trabalho, utilizando RNAi (RNA de interferéncia)
demonstrou a importancia da enzima HGPRT para a sobrevivéncia do verme da espécie
S.mansoni. RNAis foram projetados contra a HGPRT e injetados em camundongos ap6s
70 dias de infec¢@o. O nimero de vermes adultos reduziu em aproximadamente 27% apds
o tratamento (PEREIRA et al., 2008).

Tais trabalhos evidenciam que as enzimas da Via de Salvacao parecem modular a
infec¢do por Schistosoma sp. em diferentes espécies, porém ainda em um mecanismo nao
elucidado.
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1.10 Hipoxantina-Guanina Fosforribosiltransferase (HGPRT)

A Hipoxantina-Guanina Fosforribosiltransferase tem uma importante funcao na
via de salvacdo de bases puricas (TIMMERS, 2009). A enzima HGPRT participa da Via
de Salvacao de purinas, sendo que, essa enzima catalisa a remog¢ao do grupo pirofosfato
(PPi) do fosforribosil-pirosfofato (PRPP) e a adicdo de uma base purica (hipoxantina ou
guanina), na presenca do co-fator Mg2+. O produto dessa reacao reversivel ¢ a formagao
de IMP (inosinamonofosfato) ou GMP (guanina monofosfato), o que favorece a formagao
dos nucleotideos (XU et al.,1997). A HGPRT tem sido encontrada normalmente como
dimero em solucdo nos organismos Tritrichomonas foetus (HGXPRT), Trypanosoma
cruzi, Trypanosoma brucei, Leishmania donovani e Leishmania tarentolae. Ela ¢
encontrada na forma tetramérica em solu¢do, em Escherichia coli (HPRT), Toxoplasma
gondii (HGXPRT), Plasmodium falciparum (HGXPRT) e em humano (SOMOZA et al.,
1996; ULLMAN & CARTER, 1997; XU et al., 1997; HEROU, 1999; KEOUGH et al.,
1999; GUDATT et al., 2002; MONZANI et al., 2002;).

A enzima HGPRT pertence a familia das fosforibosiltranferases, que catalisam a
transferéncia do grupo ribose 5’ fosfato vindo do PRPP, para uma variedade de substrato
secundarios na presenga de Mg 2+, com liberacdo de pirofosfato (MUSICK, 1981). Esta
enzima ¢ de grande interesse, pois, desempenha um papel importante na reconstitui¢ao
de purina nos nucleotideos em certo numero de parasitas (WANG et al., 1983; DOVEY
et al., 1984). Estudos sobre esquistossomulos de S. mansoni indicam que os organismos
dependem basicamente da recuperacao das bases puricas para cumprir suas exigéncias de
nucleotideos de purina (DOVEY et al., 1984; DOVEY et al., 1985). Devido a limitada
interconversdo entre nucleotideos adenina e guanina, as HGPRTase de S. mansoni
fornecem as principais fontes de nucleotideos guanina para o parasito. Essa enzima
demonstrou varias propriedades que a distinguem de enzimas de mamiferos (DOVEY et
al., 1985), favorecendo seu uso como alvo terapéutico em humanos como pode ser visto
na figura 8.

Figura 8. Alinhamento das trés isoformas da HGPRT de S. mansoni com a HGPRT
humana

2JBH MAGSSEEAPDYGRG-~-=========== VVIMDDWPGYDLNLFTYPQHYYGDLEYVLIPH 46
Smp_103560 MNSSVLDNGNHSNPQIRDMS SNMIKADCVVIEDSFRGFPTEYFCTSPRYDECLDYVLIPN 60
* i H T *kk * .t *: : * . :* ttt**!
2JBH GIIVDRIERLAKDIMK---DIGYSDIMVLCVLKGGYKFCADLVEHLKNISRNSDRFVSMK 103
Smp_103560 GMIKDRLEKMSMNIVDYYEACNATSITLMCVLKGGFKFLADLVDGLERTVRARGIVLPMS 120
*:* tt:*::: :*:_ 3 -_-i ::1*!1*':1’* *i’**: LI * o L
2JBH VDFIRLKSYRNDQSMGEMQI IGGDDLSTLAGKNVLIVEDVVGTGRTMKALLSNIEKYKPN 163
Smp_103560 VEWRVKSYVNDVSIHEPILTGLGDPSEYKDKNVLWEDIIDTGKTITKLISHLDSLSTK 180
i****iiﬁ**:* * % it*i‘**t *ii‘*i )
2JBH MIKVASLLVKRTSRSDGFRPDYAGFEIPNLFVVGYALDYNEYFRDLNHICVINEHGKEKY 223
Smp_103560 SVKVASLLVKRTSPRNDYRPDFVGFEVPNRFVVGYALDYNDNFRDLHHICVINEVGQKKE 240
P O e P
2JBH RV--=-=--- 225
Smp_103560 SVPCTSKPV 249
X

Figura 8. Alinhamento experimental das 3 HGPRTs humanas com a de S. mansoni. Identidade sequencial
da HGPRT Smp_ 103560 de S. mansoni (Smp) e o homoélogo humano (2JBH) — 45%. Fonte: Romanello,
L. Estudos das enzimas Adenosina Quinase e Hipoxantina-Guanina Fosforibosiltransferase de Schistosoma
mansoni. 2011. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) — Universidade Federal de Sao Carlos, Sao
Carlos, 2011.Fonte: ROMANELLO, L, 2011.
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Assim, a investigacao experimental via Imunoterapia utilizando a enzima HGPRT
recombinante de S. mansoni nos permitira avaliar o perfil da resposta celular neste modelo
e seus efeitos durante a infec¢ao parasitaria. E como essa Imunoterapia podera modular a
redu¢do da carga parasitaria em camundongos da linhagem Swiss infectados com S.
mansoni e tratados com HGPRT.

2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

As principais agdes para erradicar a esquistossomose sao desenvolver tratamentos
para a populacdo atingida, controlar a populagdo de caramujos, educacdo sanitdria e
saneamento basico (MOHDA et al., 1998; CHITSULO et al., 2000). J& a principal
patogénese na esquistossomose mansonica ¢ a formagdo dos granulomas, que sdo
formados pela resposta imune do hospedeiro contra antigenos dos ovos do parasito.
Considerando que a gravidade da doenga depende geralmente da carga parasitaria para o
agravamento do quadro clinico do individuo infectado, este projeto tem como principal
objetivo avaliar os efeitos das enzimas de via metabdlica, a Hipoxantina-Guanina
Fosforibosiltransferase (HGPRT) em camundongos infectados com S. mansoni. Mais
especificamente, verificou-se:
e A contagem de ovos nas fezes de animais infectados com S. mansoni tratados ou
nao com a HGPRT;
e A resposta leucocitaria no lavado da cavidade peritoneal (LCP) e no sangue de
animais infectados com S. mansoni, tratados ou ndo com HGPRT;
e A carga parasitaria, na recuperagao dos vermes presentes no sistema porta
hepético e nas veias mesentéricas e contagem de ovos nas fezes dos animais
infectados tratados ou nao com HGPRT apos 2 e 3 doses.

3. MATERIAL E METODOS

O delineamento experimental deste projeto se pautou nas recomendacdes dos
Principios Eticos de Experimentagio Animal adotado pela Sociedade Brasileira de
Ciéncia de Animais de Laboratério (SBCAL) e aprovado pela Comissdo de Etica em
Experimentacdo Animal (CEEA) desta Unidade N. 060/2013 (Anexo I).

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos fémea da linhagem Swiss, pesando entre 30 a 40
gramas, com 6 semanas de vida, de procedéncia do Biotério Central da Universidade
Federal de Sao Carlos (UFSCar). Estes animais foram mantidos no Biotério do
Departamento de Morfologia e Patologia da Universidade Federal de Sao Carlos (DMP -
UFSCar), com livre acesso a 4gua e racao para roedores.

3.2 Obtenc¢ao da enzima recombinante HGPRT de S. mansoni

A proteina Hipoxantina-Guanina Fosforribosiltransferase foi sintetizada pela
metodologia de expressdo proteica através da insercdo de plasmideos em culturas
bacterianas e foi purificada pelo método de cromatografia de afinidade em coluna de
cobalto, em colaboragdo com o Laboratorio de Cristalografia do Instituto de Fisica de Sao
Carlos — IFSC, situado na Universidade de Sdo Paulo — USP, Sdo Carlos, coordenado
pelo Dr. Humberto d'Muniz Pereira, cujo projeto visa a obtencdo das estruturas
tridimensionais de todas as enzimas da Via de Salvacdo de Purinas e de Sintese de
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Pirimidinas do parasita S. mansoni através da técnica de Cristalografia por Difragdo de
Raio-X. Nosso laboratério em parceria com o CBME teve como objetivo analisar a
atividade bioldgica das enzimas estudadas in vivo no modelo da esquistossomose murina.
As metodologias (etapas de amplificacdo, estabelecimento das metodologias de expressao
e purificacdo) da enzima e suas padronizagdes foram desenvolvidas pelo o grupo de
cristalografia, que serdo descritas a seguir.

3.2.1 Expressao da enzima recombinante HGPRT de S. mansoni

Para a expressdo da enzima HGPRT foram utilizados 1 L de meio de cultura
Power Broth (especifico para expressdo de proteinas recombinantes em E. coli e
constituido por uma complexa mistura rica em aminodcidos, vitaminas e fonte de
carbono) suplementado com 30 pg/mL de kanamicina e incubadas em tubos de ensaio
(separadamente) 10 mL de uma cultura contendo bactérias recombinantes E. coli Lemo
21(DE3) contendo o plasmidio pOPINF e os genes das enzimas HGPRT de S. mansoni
por 16 horas.

Os tubos de ensaio ficaram sob agitagdo (160 rpm) a 37 °C até que a D.O.
(densidade optica) fosse igual ou superior a 0,5. Apds, os meios de cultura foram esfriados
e adicionados 100uM/mL de IPTG (indutor de expressao). Em seguida as culturas foram
mantidas a 20°C sob agita¢do de 150 rpm por aproximadamente 16 horas.

O produto da expressdao foi centrifugado por 40 minutos a 4000 rpm e o
sobrenadante descartado e o precipitado suspendido em 50 mL de tampao de lise (50mM
NaH2PO4 pH 7.4, 300mM NaCl, 10mM imidazol, 5SmM B-Mercaptoetanol ¢ 1mM
MgCl2) e congelado a -20°C até o uso.

3.2.2 Purificagdo da enzima recombinante HGPRT de S. mansoni

Para a purificagdo da HGPRT foi utilizada a coluna de cobalto. Apds a
sedimentacao da resina na coluna, a mesma foi lavada com 10 volumes de coluna (50
mL) de dgua ultrapura para a retirada do etanol e foi equilibrada com 10 volumes de
coluna (50 mL) de tampao de lise (50 mM de NaH2PO4 em pH 7,4; 300 mM de NacCl;
10 mM de imidazol; 5 mM de B- Mercaptoetanol ¢ 1 mM de MgCl2). Em seguida, o
precipitado que havia sido armazenado a - 20°C foi ressuspendido em 50 mL de tampao
de lise e posteriormente as bactérias (tubos mantidos em gelo) foram lisadas em sonicador
utilizando-se a programagdo de 6 pulsos de duragdo de 1 minuto e descanso de 30
segundos entre cada pulso. Apos a sonicagdo, o produto foi centrifugado por 40 minutos
a 14000 rpm e a 4°C e o sobrenadante (extrato bruto) foi aplicado na coluna e o eluato foi
coletado.

A coluna foi entao lavada com 10 volumes de coluna (50 mL) de tampao de
lavagem (50 mM de NaH2PO4; 300 mM de NaCl; 20 mM de imidazol; 5 mM de -
Mercaptoetanol e 1 mM de MgCl2, pH 7,4) e o lavado foi coletado.

Para a elui¢do da enzima ligada a coluna foram utilizados 5 volumes de coluna
(30 mL) de tampao de eluicdao (50 mM de NaH2PO4; 300 mM de NaCl; 200 mM de
imidazol; 5 mM de B-Mercaptoetanol e | mM de MgCl2, pH 7,4) e a elui¢do (contém a
enzima) foi coletada. O eluato, o lavado e a elui¢do de ambas as enzimas foram
visualizadas em gel de poliacrilamida 15% (SDS-PAGE) corado por Coomassie Blue.
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3.3 Obtenciao das larvas infectantes do S. mansoni

As larvas (cercarias) da cepa BH (Belo Horizonte — MG, Brasil) foram
gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Vanderlei Rodrigues, do Departamento de Bioquimica
e Imunologia da Faculdade de Medicina da Universidade Sao Paulo — USP. As quais
foram liberadas de caramujos infectados com o S. mansoni mantidos no Moluscario da
mesma instituicao com auxilio da técnica de laboratorio Olinda Mara Brigoto.

3.4 Infeccoes dos animais com as larvas infectantes (cercarias) do S. mansoni

Os animais foram infectados via subcutanea (s.c.) com as larvas do S. mansoni,
onde foram inoculadas cerca de 80 cercarias /0,5 mL salina/animal, com o auxilio de uma
seringa de ImL. Os animais serdo eutanasiados com anestésico 10 Thionembutal (North
Chicago, Illinois, USA) no tempo previamente estabelecido, ou seja, no 48° dia apos a
infeccdo para realizacao dos procedimentos descritos a seguir.

3.5 Imunoterapia e tratamento dos animais

Os camundongos foram tratados via intraperitoneal (i.p.) trés vezes em intervalos
de 10 dias com 100 pg da enzima recombinante HGPRT. A enzima foi emulsificada com
o adjuvante Hidroxido de Aluminio (HA). A Imunoterapia ocorreu apds 28 dias de
infeccdo:1° dose: 28° dia; 2* dose: 38° dia; 3* dose: 48° dia (Figura 9). Os grupos
experimentais foram divididos em 4, como visto na tabela a seguir.

Tabela 1: Grupos experimentais

Controle HGPRT Sm Sm+HGPRT
Nuimero de animais 6 6 6 6
Infeccao Nao Nao Sim Sim
Tratamento Nao Sim Nao Sim

TabelA 1. Quatro grupos experimentais foram criados: Controle, em que os animais nao receberam infec¢ao
e nao receberam tratamento; HGPRT em que os animais ndo receberam infec¢do mas receberam tratamento;
Sm em que os animais receberam somente infecgdo ¢; Sm+HGPRT em que os animais receberam infecgdo
e tratamento. Fonte: elaborada pelo autor.

Os animais do grupo controle ndo receberam infec¢do e nem tratamento. Os
animais do grupo HGPRT ndo receberam infec¢cdo, mas receberam tratamento. Os
animais do grupo Sm receberam infec¢do e nenhum tratamento. Os animais do grupo
Sm+HGPRT foram infectados e receberam tratamento.

O modelo proposto foi repetido duas vezes, para a confirmagdo dos resultados
obtidos.
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Figura 9. Protocolo de Imunoterapia

Protocolo de Imunoterapia

Dia 38 Dia 54
22 dose Contagem de
ovos nas fezes

Dia 1 | Dia 28 Dia 48
Infecgdo 12 dose 3ad
| 1fdose | %€ Dia 55
Contagem de
ovos nas fezes

Coleta de
sangue e LCP;

Recuperacao
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Figura 9. Protocolo de imunoterapia. No 1° dia foi realizada a infec¢@o. No 28° dia foi feita a primeira
administracdo da enzima HGPRT. No 38° e 48° dia outras doses de 100 pg da enzima HGPRT foram
administradas. No 48° e no 54° foram contados os ovos nas fezes pelo método Kato-Katz. No 55° e tiltimo
dia foi feita a eutanasia para recuperar o sangue, lavado da cavidade peritoneal e vermes adultos no figado
e mesentério. Fonte: Elaborado pelo autor.

3.6 Contagem de ovos nas fezes

A eliminagdo de ovos nas fezes dos animais foi analisada pelo método de Kato-
Katz (KATZ; PEIXOTO, 2000) no 48° dia e 54° dia. O ovo do S. mansoni € caracteristico,
pois tem formato eliptico e uma espicula. Com a colorag¢do de verde malaquita ocorre o
clareamento dos ovos facilitando sua identificacdo para contagem, como pode ser visto
na figura 10.

Figura 10. Ovos de S. mansoni nas fezes

M,

S % 5

Figﬁra 10. 'Ovos- de S. mansoni no aumento de 100 x. Fonte: Acervo pessoal.

As fezes foram peneiradas em filtro-Test (Helm- Test), montadas em laminas de
microscopia, com quantidade padronizada de fezes através de orificio com didmetro
conhecido da placa e cobertas com laminula de papel celofane impregnada de verde
malaquita, objetivando a conservagdo das fezes e o clareamento dos ovos do S. mansoni,
como pode ser observado na figural 1. Apoés leitura das 1dminas e contagem dos ovos, foi
calculada a quantidade de ovos por grama de fezes seguindo a seguinte formula: N° de
ovos da amostra por grama de fezes = n° de ovos encontrados na lamina x fator 24.
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Figura 11. Método Kato-Katz

-

Figura 11. Método de Kato-Katz. A. Placa com orificio no meio para coleta de quantidade especifica de
fezes. B. Lamina de microscopia coberta com laminula de papel celofane impregnada de verde malaquita.
Fonte: acervo pessoal.

Os animais foram eutanasiados com anestésico Thionembutal (North Chigaco,
Illinois, USA) nos tempos previamente por nos estabelecidos, ou seja, 55° dia apos a
infec¢do para coleta de sangue LCP e recuperaciao de vermes adultos no sistema porta e
mesentério intestinal.

3.7 Avaliacao celular
3.7.1 Coleta de sangue para a contagem de leucocitos

A coleta de sangue foi feita por meio de pungdo aspirativa por agulha fina (PAAF),
cujas agulhas foram banhadas com anticoagulante EDTA 0,3M. A técnica consiste na
retirada de pequena porc¢do de tecido (neste caso sangue) por aspiracao através de uma
agulha fina no lado esquerdo do coracdo. Posteriormente, esfregacos sanguineos foram
confeccionados e corados com Pandtipo para analise microscopica (MALINSKY, 2002).

3.7.2 Coleta de cé¢lulas do LCP para contagem de leucocitos

Para a coleta de LCP foi utilizada solucao salina tamponada (PBS) contendo 0,5%
de citrato de s6dio (PBS/Citrato), sendo empregado 3,0 mL no peritonio com o auxilio de
agulhas 25x7mm. Posteriormente, homogeneizou-se a regido e posteriormente as células
da regido peritoneal foram recuperadas na seringa (em torno de 3 mL).

3.7.3 Contagem global de leucdcitos do sangue e do LCP

A contagem global de células do sangue e do LCP foi realizada individualmente
na camara de Neubauer ¢ as amostras foram adicionadas solu¢ao Turk na dilui¢ao de 1:20
(ROCHA, 2007).

Para a contagem diferencial (Eosinodfilos, Neutrofilos e células Mononucleadas)
foram confeccionadas laminas de LCP preparadas na citocentrifuga e esfregaco de
sangue, sendo ambas coradas com Panotico. Em cada lamina foram contadas 100 células,
com auxilio da microscopia de luz com aumento final de 1000 X, como podem ser vistos
nas figuras 9 e 10. Os neutréfilos sdo células grandes com o nucleo bem corado e pode
apresentar de 2 a 5 lobulos. Outros mononucleados presentes foram os mondcitos,
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linfécitos e basofilos. Os basofilos apresentam nucleo volumoso, com forma retorcida e
irregular. Os linfécitos apresentam nucleo arredondado. J4 os monoécitos apresentam dois
tipos de nucleo, o riniforme e um achatado, ambos localizados na periferia da célula
(FREIRE et al., 1995). Todos os tipos celulares sao mostrados na figura 12.

Figura 12. Leucocitos totais no LCP e no sangue

Figura 12. Leucocitos totais no LCP (A) e no sangue (B e C). Em A ha leucdcitos totais no LCP, na seta
esta sendo indicado um neutréfilo. Em B e C ha leucécitos no sangue. As setas indicam mononucleados e
dois eosinoéfilos respectivamente. Aumento de 1000 vezes. Fonte: acervo pessoal.

A figura 13 mostra os eosindfilos no LCP (A) e no sangue (B). Os eosinodfilos
apresentam nucleo bilobado e a primeira caracteristica para a sua identificacdo ¢ a
presenca de granulacdes ovoides que se coram pela eosina dando um aspecto
avermelhado. O aumento do nimero de eosinéfilos ¢ indicativo de que o individuo
provavelmente apresenta alguma infec¢do parasitaria (verminose), algum tipo de doenga
alérgica ou asma (FREIRE et al., 1995). Conhecer a morfologia de tais células ¢
fundamental para fazer a contagem correta.

Figura 13. Eosinéfilos no LCP e no sangue

3 |
Figura 13. Eosinofilos de camundongos. A. Eosinéfilo no LCP com aumento de 1000 vezes. B. Dois

eosinodfilos no sangue com aumento de 400 vezes. Os eosindfilos apresentam nticleo bilobado e a primeira
caracteristica para a sua identificacdo é a presenca de granulagdes ovoides que se coram pela eosina dando
um aspecto avermelhado. Fonte: acervo pessoal.
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3.8 Avaliacio da Carga Parasitaria: Recuperacio de vermes adultos

Para avaliar a eficacia das estratégias terap€uticas propostas, os vermes adultos
foram recuperados dos camundongos através da perfusdo do sistema porta e mesentério
intestinal. O grau de protecao foi medido pela comparacdo entre o nimero de vermes
recuperados em cada grupo experimental e seu respectivo controle (Sm), de acordo com
a formula:

RCP=RGC — RGE x 100
RGC

RCP ¢ a reducdo da carga parasitaria, RGC ¢ recuperagdo no grupo controle e

RGE, recuperagao no grupo experimental (FONSECA et al., 2004).

3.9 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média &= SD e analisados usando o GraphPad
Prism 7.0 (San Diego, Califérnia, EUA). A identificacdo dos dados discrepantes foi
realizada através da andlise de Grubbs, seguida do teste de Shapiro-Wilk para verificar a
natureza paramétrica ou nao paramétrica dos dados. Posteriormente, o teste ANOVA
(andlise de variancia) foi aplicado aos dados paramétricos e o pos-teste de comparagao
multipla de Tukey. Para dados ndo paramétricos, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis
e o0 pos-teste de comparagao multipla de Dunn. A significancia estatistica estabelecida ¢
p <0,05.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A esquistossomose ¢ uma doenga de importancia mundial e acomete um grande
numero de pessoas. Apesar da existéncia de firmacos contra os vermes adultos, ainda nao
ha farmacos e vacinas que possam controlar a infec¢@o e a disseminacdo desse parasito
(DINIZ, 2009). A busca por novos tratamentos € de grande interesse para que novos
conhecimentos sejam gerados a fim de contribuir para novos estudos. Portanto, a
estratégia utilizada nesse trabalho de utilizar proteinas recombinantes do parasito para
verificar a indugdo de resposta imunoldgica em esquistossomose experimental objetivou
propiciar nessa contribui¢cdo. Além disso, pesquisas para encontrar novos farmacos para
a imunizagdo e tratamento de esquistossomose mansonica ¢ medidas de controle e
conscientizagcdo em praticas educativas junto a populagdes em risco devem fazer parte de
um programa eficiente para combater essa parasitose.

4.1 Contagem de ovos nas fezes de animais infectados com S. mansoni tratados ou
niao com HGPRT

A figura 14 mostra a contagem de ovos nas fezes no 48° dia dos animais nos
grupos Sm e Sm+HGPRT. Observa-se que no grupo Sm+HGPRT houve uma reducgdo
significativa no numero de ovos ap6s a Imunoterapia utilizando a enzima recombinante
HGPRT de S. mansoni.

26



Figura 14. Numero de ovos por grama de fezes no 48° dia apds a infeccio
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Figura 14. Contagem de ovos nas fezes no 48° dia ap6s a infeccdo. Os dados representam a média =+ EPM
(n= 12). O simbolo * (p<0,05) representa a diferenca significativa entre o resultado obtido no grupo
infectado e tratado com a enzima HGPRT quando comparado com o grupo infectado e sem tratamento.

A figura 15 mostra a contagem de ovos nas fezes no 54° dia dos animais nos
grupos Sm e Sm+HGPRT. Observa-se que no grupo Sm+HGPRT houve uma reducgdo
significativa no numero de ovos ap6s a Imunoterapia utilizando a enzima recombinante
HGPRT de S. mansoni.

Figura 15. Numero de ovos por grama de fezes no 54° dia apds a infec¢io
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Figura 15. Contagem de ovos nas fezes no 54° dia apos a infecgdo. Os dados representam a média =+ EPM
(n=10-12). O simbolo ** (p<0,01) representa a diferenga significativa entre o resultado obtido no grupo:

infectado e tratado com a enzima HGPRT quando comparado com o grupo infectado e sem tratamento.

A contagem de ovos nas fezes no 48° dia os animais ainda nao haviam recebido a
3* dose del00 pg de HGPRT. J4 na contagem no 54° dia a 3* dose ja havia sido
administrada. A diferenca significativa entre os grupos foi maior na recuperacao no 54°
dia, evidenciando que o tratamento com 3 doses ¢ mais eficiente que um tratamento com
somente 2 doses quando analisado o nimero de ovos nas fezes.

A diminui¢cdo no nimero de ovos ¢ importante, pois auxilia na diminui¢cdo da
transmissao da doenga e uma vez que a formacao dos granulomas se da, principalmente,
pelas respostas imunes contra os antigenos soliveis nos (HELMY et al., 2009), levando
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a uma diminui¢do na morbidade. Os dados sugerem que a Imunoterapia com a enzima
recombinante HGPRT pode ser capaz de modular indiretamente o perfil inflamatorio no
modelo murino da esquistossomose.

O evento patogénico mais importante na esquistossomose ¢ a formagdo do
granuloma hepatico e a fibrose hepatica peri-portal (WARREN, 1972; CARVALHO et
al., 2008). Esta ¢ mediada por varias subpopulagdes linfocitarias, induzindo resposta
inflamatoéria e fibrotica em torno dos ovos alojados nos diferentes tecidos. Por ocasido da
oviposic¢do, cerca de 60% dos ovos alcancam a luz intestinal. O restante mantém-se
“preso” nos capilares da mucosa do intestino, sobrevindo a morte do miracidio, larva
ciliada e livre natante, em que o embrido ndo se desenvolve e ndo ocorre eclosdo (PRATA,
2007). Alguns ovos ai permanecem, ao passo que outros vao sendo carreados pela
circulagdo mesentérica até o figado, onde “encalham” nos sinusoides hepaticos. A
liberacdo de antigenos soluveis a partir dos ovos induz a mobilizagdo de macrofagos,
eosinofilos, linfocitos e plasmocitos (SOUZA et al., 2011). Portanto, investigar a postura
dos ovos e o nimero de vermes adultos ¢ fator importante.

4.2 Recuperacao de vermes adultos na veia porta do figado e mesentério intestinal
A figura 16 mostra a quantidade de vermes adultos totais recuperados na veia

porta do figado e no mesentério dos animais no grupo infectado sem tratamento e no

grupo infectado e tratado no 55° dia. Os dados demonstram que houve uma redugdo de

16,77% no grupo tratado com a enzima recombinante HGPRT.

Figura 16. Numero de vermes adultos totais recuperados nos grupos Sm e
Sm+HGPRT
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Figura 16. Recuperacdo de vermes adultos na veia porta do figado e mesentério intestinal. Os dados
representam a média = EPM (n= 10-12).

A figura 17 mostra a recuperacdo de vermes adultos acasalados e separados
fémeas e machos na veia porta do figado e no mesentério dos animais no grupo infectado
sem tratamento e no grupo infectado e tratado. Em ambos os grupos o niimero de casais
supera com grande significancia os machos e fémeas sozinhos. Quando comparado o
grupo infectado e tratado com o grupo infectado sem tratamento, percebe-se um menor
nimero de fémeas.
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Figura 17. Numero de vermes adultos acasalados e separados em fémeas e machos
recuperados nos grupos Sm e Sm+HGPRT
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Figura 17. Recuperacdo de vermes adultos acasalados e separados, fémeas e machos na veia porta do figado
e mesentério intestinal. Os dados representam a média + EPM (n= 10-12). O simbolo *** (p<0,001)
representa a diferenca significativa entre o resultado obtido entre fémeas e machos quando comparados a
casais.

Uma fémea coloca em média 300 ovos por dia. A postura ocorre nos vasos
capilares do intestino do hospedeiro, quando entdo passam para a luz intestinal e sao
eliminados juntos com as fezes. Quando maduros, os ovos do S. mansoni medem 150 mm
(um micron equivale a um milésimo de milimetro) de comprimento por 65 mm de largura,
tamanho considerado grande (KATZ; ALMEIDA, 2003).

Casais adultos de S. mansoni vivem nas vénulas do plexo hemorroidario e no
sistema porta (HENRI et al., 2002), onde ocorre a oviposicao. Cerca de 40% desses ovos
sao eliminados nas fezes, o restante adere-se no intestino, figado e bago (SOUZA et al.,
2011). Isso gera um processo infamatorio que ¢ desencadeado pelos antigenos liberados
dos ovos e favorece estimulos que promovem aumento do infiltrado celular, o que
direciona células inflamatdrias a formar granulomas ao redor dos ovos retidos, causando
a morbidade (MEIRA et al., 1991).

Os resultados demonstram que o tratamento com a enzima HGPRT foi capaz de
causar reducao da carga parasitaria e, consequentemente, interferir no ciclo de vida do
verme, diminuindo a carga parasitaria, infec¢@o e suas consequéncias. Esse resultado ¢
semelhante com outros estudos que utilizaram diferentes proteinas de S. mansoni para
imunizagdo, uma vez que ndo foram encontrados dados na literatura com Imunoterapia
no modelo murino da esquistossomose utilizando enzimas da via de purinas de S. mansoni
(MATSUMOTO, et al.; 1988; PEARCE, et al.; 1988; PORCHET, et al.; 1994;
TENDLER, et al.; 1996; RIBEIRO DE JESUS, et al.; 2000; DA’DARA, et al.; 2001; AL-
SHERBINY, et al.; 2003; 2004; FONSECA, et al.; 2005; NERIS, et al.; 2013).
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4.3. Avaliacao da resposta leucocitiria em animais infectados com S. mansoni
tratados ou ndo com HGPRT

4.3.1 Avalia¢ao de leucocitos totais no LCP e sangue em animais infectados com S.
mansoni tratados ou ndo com HGPRT

A figura 18 mostra a contagem total de leucocitos no LCP onde foi observado um
aumento significativo na quantidades dessas células nos animais do grupo Sm quando
comparados aos grupos controles (Controle e HGPRT), Isso comprova que a infec¢ado foi
efetiva, uma vez que houve um numero maior de leucécitos nos animais no grupo
infectado sem tratamento. E quando os animais receberam a Imunoterapia os leucocitos
apresentaram redugao.

Figura 18. Numero de leucocitos totais no LCP
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Figura 18. Contagem de leucocitos totais no LCP. Leucocitos totais/mm? no LCP. Os dados representam a
média + EPM (n= 10-12). O simbolo ***(p<0,001) representa a diferenga significativa entre o resultado

obtido entre o grupo infectado nao tratado com os dois controles.

A Figura 19 mostra a contagem total de leucécitos no sangue. Houve um aumento
significativo dessas células nos animais do grupo Sm quando comparados aos animais
dos grupos controle (Controle e HGPRT) e uma diminuicao significativa entre o grupo
Sm+HGPRT e o Sm.

Figura 19. Numero de leucdcitos totais no sangue

Leucocitos totais no sangue

#itH
250001
3 Controle
20000+ - [J HGPRT
Bl Sm
15000 Hl Sm+HGPRT

10000+

50004

Leucocitos totais/mm?

c T L}
55° dia apés a infecgao

Figura 19. Contagem de leucdcitos totais no sangue. Leucdcitos totais/mm? no LCP. Os dados representam
a média £ EPM (n= 10-12). O simbolo ### (p<0,001) representa a diferenca significativa entre o resultado
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obtido entre o grupo infectado ndo tratado com os dois controles e o simbolo **(p<0,01) representa a
diferenga significativa entre o grupo tratado e o infectado sem tratamento.

4.3.2 Avaliacdo de eosinéfilos no LCP e no sangue

A figura 20 mostra a quantidade de eosinofilos no LCP. A Imunoterapia com
HGPRT modulou o recrutamento de eosindfilos no LPC nos animais do grupo
Sm+HGPRT quando comparado ao grupo Sm.

Figura 20. Numero de eosinofilos no LCP
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Figura 20. Contagem diferencial de eosindfilos no LCP. Eosinoéfilos/mm?® no LCP. Os dados representam a

média+ EPM (n=10-12). O simbolo * (p<0,05) representa a diferenca significativa entre o resultado obtido
entre o grupo infectado ndo tratado com os dois controles.

A figura 21 mostra a quantidade de eosinofilos no sangue. A Imunoterapia com
HGPRT também modulou negativamente o nimero de eosinofilos no sangue dos animais
do grupo Sm+HGPRT comparados ao grupo Sm, embora os resultados tenham sido mais
discretos quando comparados ao LCP.

Figura 21. Numero de eosinéfilos no sangue
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Figura 21. Contagem diferencial de ecosinofilos no sangue. Eosinéfilos/mm?® no sangue. Os dados
representam a média = EPM (n= 10-12).

Algumas pesquisas demonstraram que o numero de eosindfilo, durante a infec¢do
com S. mansoni em compartimentos diferentes, como a medula 6ssea, sangue, lavado
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peritoneal e 6rgaos, ¢ maior na fase aguda e com altos niveis persistentes na fase cronica
(LENZI et al., 1987). Entdo, nossos dados sugerem que houve uma modulag¢do negativa
no recrutamento dos eosinofilos, o que ¢ compativel com a hipdtese de que ha uma
possivel diminui¢do no processo inflamatério levando indiretamente a um favorecimento
na reducao da fisiopatogénese na qual o eosinofilo esta presente.

O processo inflamatério ¢ um dos fatores que contribui para a morbidade,
portanto, os eosinofilos sdo células fundamentais nesse mecanismo. Os Eosinoéfilos
possuem granulos especificos e substancias farmacologicamente ativa e agem na defesa
contra helmintos parasitas e na modulagdo do processo inflamatorio. Essas células sao
menos numerosas que as outras em organismos saudaveis. Os Eosinéfilos fagocitam e
digerem complexos de antigenos com anticorpos. Tanto nas parasitoses como em alergia
ha o aumento no niimero de Eosindfilos (eosinofilia) (FREIRE et al., 1995). Portanto, a
presenca dessas células ¢ fundamental para analisar a acdo da enzima HGPRT na defesa
contra S. mansoni. Os resultados mostram que com o tratamento de 3 doses com 100 ug
de HGPRT no LCP houve uma significativa diminui¢do no nimero de Eosinofilos no
grupo Sm+HGPRT em relagdo ao grupo Sm (Figura 20). Isso sugere que a enzima
HGPRT modulou a presenc¢a de eosinéfilos no LCP.

A Imunoterapia utilizando a enzima recombinante HGPRT de S. mansoni pareceu
estar auxiliando no controle da doenga diminuindo a transmissao e interrompendo o ciclo
de vida quando observado um menor nimero de ovos nas fezes dos animais no grupo
tratado com a HGPRT. Também diminuiu a infecgdo quando analisado o numero de
vermes recuperados dos animais no grupo infectado e tratado. A Imunoterapia também
modulou o processo inflamatorio e a formacdo de granulomas quando analisados o
numero de eosinofilos no sangue e no LCP nos animais tratados.

5. CONCLUSAO

A enzima HGPRT apresentou potencial para tratamento de esquistossomose
mansdnica em modelo murino. Os animais infectados e tratados com essa enzima
apresentaram uma acentuada diminui¢ao no nimero de ovos, o que ¢ fundamental para a
diminuicdo da morbidade relacionada a parasitose e transmissdo da doenca. Houve
também uma diminuicdo na carga parasitaria, o que leva a diminui¢ao da infec¢ao e uma
modulagdo negativa no recrutamento de eosinofilos, modulando o processo inflamatorio.
Portanto, novas pesquisas com a utilizagdo da HGPRT assim como as outras enzimas do
metabolismo de nucleotideos de S. mansoni devem ser estimuladas.
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