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RESUMO

A esquistossomose ¢ uma doenca que atinge um elevado numero de pessoas em 78
paises. O nimero de casos aumentou nos ultimos anos e ndo h4 vacina e novos
farmacos, aspecto preocupante, uma vez que ha perda de sensibilidade ao medicamento
utilizado, o Praziquantel. O presente estudo buscou avaliar os efeitos das enzimas
recombinantes de S. mansoni Hipoxantina-Guanina Fosforibosiltransferase (HGPRT) e
Purina Nucleosideo Fosforilase (PNP) e o MIX das duas enzimas no tratamento da
esquistossomose no modelo murino. Camundongos fémeas da linhagem Balb/c foram
infectadas com cercarias e tratadas via intraperitoneal com 3 doses de 100 pg das
proteinas em intervalos de 10 dias a partir do 28° dia de infec¢do. Foram contados
nimeros de ovos nas fezes no 48" e 54° dia apds a infeccdo pelo método Kato-Katz. No
55° dia apo6s a infecgdo foram recuperados vermes adultos do sistema porta-hepatico e
mesentérico intestinal, contagem global e diferencial de células do LCP e do sangue.
Também foram quantificadas as citocinas IFN-y, IL-4 e IL-10 no plasma, assim como a
produgdo de anticorpos das classes IgG2a e IgE. Para a andlise dos granulomas e
deposicao de coldgeno foram confeccionadas laminas histologicas do figado. Nossos
resultados demonstram que o tratamento com a enzima HGPRT parece estimular a
produgdo das citocinas IL-4 e IL-10 e promoveu reducao significativa de granulomas no
figado dos animais infectados e tratados. O tratamento com a enzima PNP foi capaz de
reduzir o nimero de vermes no figado e nos vasos mesentéricos do intestino. Ja o
tratamento com a enzima PNP e o MIX foram capazes de reduzir o nimero de ovos nas
fezes e modular negativamente o numero de eosindfilos no LCP e no sangue. Portanto,
o tratamento com as enzimas recombinantes de S. mansoni HGPRT e PNP parece
contribuir para o controle e reducdo dos aspectos fisiopatologicos da esquistossomose,
contribuindo com a diminui¢ao da morbidade associada a esquistossomose no modelo

murino.

Palavras-chave:  Imunoterapia. = Hipoxantina-Guanina  Fosforibosiltransferase
(HGPRT). Purina Nucleosil Fosforilase (PNP). Schistosoma mansoni.



ABSTRACT

Schistosomiasis is a disease that affects a large number of people in 78 countries. The
number of cases has increased in recent years and there is no vaccine and new drugs, a
worrying aspect, since there is loss of sensitivity to the drug used, Praziquantel. The
present study aimed to evaluate the effects of the recombinant enzymes of S. mansoni
Hypoxanthine-Guanine Phosphoribosyltransferase (HGPRT) and Purine Nucleoside
Phosphorylase (PNP) and the MIX of the two enzymes in the treatment of
schistosomiasis in the murine model. Female mice of the Balb / ¢ strain were infected
with cercariae and treated intraperitoneally with 3 doses of 100 pg of the proteins at 10
day intervals from the 28th day of infection. Egg numbers were counted in the feces on
the 48th and 54th days after infection by the Kato-Katz method. On the 55th day after
infection, adult worms were retaken from the hepatic and mesenteric intestinal system,
global and differential counts of LCP and blood cells. Cytokines IFN-y, IL-4 and IL-10
in plasma were also quantified, as well as the production of antibodies of the IgGG2a and
IgE classes. For the analysis of the granulomas and deposition of collagen histological
laminae of the liver were made. Our results demonstrate that treatment with the HGPRT
enzyme appears to stimulate the production of IL-4 and IL-10 cytokines and promoted
significant reduction of liver granulomas in infected and treated animals. Treatment
with the PNP enzyme was able to reduce the number of worms in the liver and in the
mesenteric vessels of the intestine. The PNP and MIX enzyme treatment were able to
reduce the number of eggs in the faeces and negatively modulate the number of
eosinophils in the PCL and in the blood. Therefore, treatment with the recombinant
enzymes of S. mansoni HGPRT and PNP seems to contribute to the control and
reduction of pathophysiological aspects of schistosomiasis, contributing to the reduction

of morbidity associated with schistosomiasis in the murine model.

Keywords: Immunotherapy. Hypoxanthine-Guanine  Phosphoribosyltransferase
(HGPRT). Purine Nucleosil Phosphorylase (PNP). Schistosoma mansoni.
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1. INTRODUCAO

1.1 A esquistossomose

A esquistossomose ¢ uma doenga parasitaria causada por vermes achatados e
intravasculares do género Schistosoma. Estimativas mostram que pelo menos 206,5
milhdes de pessoas necessitaram de tratamento no ano de 2016. E uma doenga com
prevaléncia em dareas tropicais e subtropicais, especialmente em comunidades pobres

sem acesso a dgua potavel e com saneamento basico inadequado (WHO, 2017).

A Organizagdo Mundial da Satde afere que a esquistossomose acomete 240
milhdes de pessoas, sendo que 779 milhdes vivem em areas de risco em 78 paises, como

pode ser observado na Figura 1 (WHO, 2014).

Figura 1. Distribuicao da Esquistossomose Mundial.

Non-endemic

| Interruption of transmission to be confirmed
. Status of transmission to be determined
. Requiring preventive chemotherapy (PC)

E Not applicable

Fonte: Adaptado de Schistosomiasis: Status os Schistosomiasis endemic countries, 2016. Disponivel em:

< http://apps.who.int/neglected diseases/ntddata/sch/sch.html>

No Brasil a esquistossomose atinge por volta de 7 milhdes de individuos, sendo
que 25 milhdes de pessoas vivem em area de risco (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

Esta presente em 19 estados (Figura 2), sendo que as regides Nordeste e Vale do
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Jequitinhonha sdo as mais afetadas. E conhecida pelos brasileiros como barrida d’agua,

xistose, doencga do caramujo e bilhardiase (KATZ; ALMEIDA, 2003).

Figura 2. Areas endémicas da esquistossomose mansénica no Brasil.

Source: SVSMS

Fonte: Adaptado de: Geréncia do Programa Nacional de Controle da Esquistossomose — Secretaria de
Vigilancia em Saude/MS, 2008.

A esquistossomose ¢ foco recorrente nos debates sobre saude no mundo, pois
apresenta abrangéncia continental. E uma doenca negligenciada, ou seja, causada por
agente parasita ¢ endémica em populagdes de baixa renda, apresentando indicadores
inaceitaveis e investimentos reduzidos em pesquisas, producdo de medicamentos e em
seu controle (FIOCRUZ, 2017). Ocupa no ranking das doencas tropicais o segundo
lugar em mortalidade, sendo que em primeiro lugar estd a malaria. E considerada uma

doenga insidiosa e incapacitante em idades precoces (DINIZ, 2009; WHO, 2014).
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Ha 2 formas principais de esquistossomose - a intestinal e a urogenital — causada

por 5 espécies de parasitas, apresentadas na tabela 1 (WHO, 2017).

Tabela 1. Espécies de Schistosoma causadoras de esquistossomose.

Espécies Distribuicao geografica
Formas Schistosoma
intestinais mansoni Africa, Oriente Médio, Caribe, Brasil, Venezuela e
Suriname

Schistosoma

Jjaponicum China, Indonésia e Filipinas
Schistosoma Varios distritos do Camboja e da Republica Democratica
mekongi Popular do Lao

Schistosoma
guineenses €
relatos de S. Areas da floresta tropical da Africa Central
intercalatum

Forma Schistosoma Africa, Médio Oriente, Cérsega (Franga)
urogenital haematobium

Fonte: Adaptada do site: <http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs115/en/>.

O controle da esquistossomose ¢ baseado no tratamento em larga escala de
grupos de populagdo em risco, acesso a agua potavel, saneamento basico adequado,
educagao em higiene e controle do hospedeiro intermediario (WHO, 2017).

Ovos de Schistosoma foram encontrados em 6rgdos de miimias do Egito datadas
de 1250 a.C. (RUFFER, 1910) mostrando que a esquistossomose atinge a populagdo
humana ha muito tempo. Considera-se que a parasitose apareceu no Brasil com os
escravos oriundos da costa ocidental da Africa. E, uma vez que, localizou seu
hospedeiro intermediario, o parasito aqui se instalou e permaneceu (DESPRES;
IMBERT-ESTABLET; MONNEROT, 1993).

Nas Américas e no Brasil somente o S. mansoni permaneceu, pois encontrou os
hospedeiros intermedidrios e ambientes favordveis para sua instalagdo como:
propriedades fisico-quimicas da agua, leito de rios e lagos ricos em lodo ou em rochas,
vegetacdo com raizes fixas ou flutuantes proximas as margens (PARAENSE, 1972).

A espécie Schistosoma mansoni, inica presente no Brasil, foi descrita, em 1907,
pelo médico inglés Louis Sambon, que lhe deu esse nome homenageando o médico
escocés Patrick Manson, conceituado pesquisador na parasitologia e fundador da

medicina tropical. O S. mansoni foi identificado no Brasil pela primeira vez em 1908 e
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descrito através de andlises minuciosas pelo médico Piraja da Silva (KATZ;

ALMEIDA, 2003; COURA; AMARAL, 2004).

1.2 Schistosoma mansoni

O verme achatado S. mansoni ¢ um platelminto (Filo Platyhelminthe) da classe
Trematoda e da subclasse Digenea, pertencendo a familia Schistosomatidae. Os
individuos deste género diferem-se dos outros membros da subclasse Digenea por
apresentarem sexos separados, com dimorfismo sexual bem salientado e pelos machos
apresentarem menos de 10 massas testiculares. Os vermes adultos habitam o interior dos
vasos sanguineos de mamiferos. Os esquistossomos sdo delgados e longos, como pode

ser verificado na Figura 3, o que os distingue dos demais trematédeos (REY, 2008).

Figura 3. Fémea de Schistosoma mansoni emergindo do canal ginecoforo do
macho.

AR f 100 pm

Microscopia eletronica de varredura de Schistosoma mansoni em vista lateral (A) e em vista frontal (B)
mostrando a fémea emergindo do canal ginec6foro. Fonte: Adaptado de: Parasite of day. Disponivel em:
<http:/4.bp.blogspot.com/Schistosoma_mansoni2.jpg> e Science Blogs
<http://scienceblogs.com.br/rainha/files/schistosoma mansonil.jpg>.

Individuos adultos se alimentam de sangue venoso. A absor¢ao de nutrientes se
da via tegumento, no qual ha diversos sistemas de transporte (REY, 2008). Os excretas
sdo eliminados por regurgitacdo, pois ndo ha abertura anal ao final do tubo digestivo,
(LAWRENCE,1973).

O macho de S. mansoni pode atingir 1 cm de comprimento e coloragdo
esbranquicada. Uma ventosa oral estd presente na porcao anterior do corpo, o que faz

com que o verme se fixe. Proxima a esta ventosa ha o acetabulo, outra ventosa. O canal
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ginecoforo localiza-se no segmento posterior e ¢ onde a fémea se aloja. A fémea mede
de 1,2 a 1,6 cm de comprimento com corpo mais fino e escuro. Suas ventosas sdo
pequenas (REY, 2008).

Os ovos de S. mansoni (Figura 4) medem entre 110 a 180 um de comprimento
por 45 a 70 um de largura. A por¢ao anterior tem aspecto mais afinalado e a posterior
mais volumosa. A espicula lateral ¢ saliente e aguda e ¢ a principal caracteristica para a
identificacdo do ovo dessa espécie. As fémeas liberam somente um ovo de cada vez e
estima-se que cerca de 300 ovos sdo liberados por dia (REY, 2008). Através de andlise
de microscopia eletronica, 0 ovo apresenta uma casca proteica com uma densa camada
de microespinhos na por¢do externa e, mais internamente, ocorre conteudo elevado de
células vitelinicas com citoplasma rico em mitocondrias, vesiculas diversas, goticulas
de gordura e uma membrana que envolve o miracidio (SILVA; NEVES; GOMES,
2008).

Figura 4. Ovo de Schistosoma mansoni.

Fonte: Biblioteca Virtual em Satde Adolpho Lutz. Adaptado de:
<http://www.bvsalutz.coc.fiocruz.br/html/pt/trajetoria/mudanca/imagens/s mansoni.egg> .
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1.3 Molusco do género Biomphalaria — Hospedeiro Intermediario - Vetor Biologico.

O género Schistosoma tem como hospedeiros intermedidrios os moluscos do
género Biomphalaria. No Brasil existem trés espécies. Por ordem de importancia sdo:
Biomphalaria glabrata (Figura 5), Biomphalaria straminea € Biomphalaria tenagophila
(MINISTERIO DA SAUDE, 2014). 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 S. Morfologia da concha de Biomphalaria glabrata.

A B C

Caramujo da espécie Biomphalaria glabrata em vista lateral (A e C) e frontal (B). Fonte: Adaptado de:

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

O B. glabrata ¢ o hospedeiro predominante de S. mansoni no Brasil, j& que
apresenta grande grau de suscetibilidade de suas populacdes ao parasito, além de se
distribuirem geograficamente por todo o litoral do Nordeste e regides do Centro e do
Sul, como pode ser visto na Figura 6 (NEVES, 2010). Os individuos sdo hermafroditas
simultaneos. A fecundacdo ¢ cruzada, mas a autofecundagcdo também pode ocorrer

(PARAENSE, 1972).
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Figura 6. Distribuicdo do Biomphalaria glabrata no Brasil.
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Fonte: Extraido de Carvalho et al., 2008. Disponivel em:
<http://www.ufjf.br/labproteinas/material-de-apoio/esquistossomose/ciclo-biologico/>

As propriedades fisico-quimicas da 4gua localizadas no peridomicilio
permanecem dentro dos limites de tolerdncia para os moluscos hospedeiros. O B.
glabrata consegue tolerar niveis amplos de condutividade, ions (célcio, sédio e
potassio), cloretos, didoxido de carbono, nitrogénio (amodnia), oxigénio dissolvido,

turbidez, temperatura e pH (MINISTERIO DA SAUDE, 2008).

1.4 Ciclo de vida do S. mansoni
O ciclo biolégico do S. mansoni ¢ complexo (Figura 7), uma vez que apresenta
duas fases: A. hospedeiro definitivo (vertebrado mamifero/ homem); B. hospedeiro
intermediario (invertebrado/ molusco — Biomphalaria sp.). As etapas evolutivas
consistem no verme adulto - macho e fémea- ovo, miracidio, esporocisto, cercaria e
esquistossomulos (CIMERMAN; CIMERMAN, 2002). O ciclo de vida se inicia com
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vermes adultos maduros habitando os vasos sanguineos que conectam o intestino ao
figado (veias mesentéricas e sistema porta-hepatico) do hospedeiro vertebrado. Apos,
aproximadamente, 48 dias de infec¢do, os vermes acasalam e inicia-se a postura dos
ovos nos vasos capilares do intestino do hospedeiro, quando entdo passam para a luz
intestinal e sdo eliminados juntos com as fezes (KATZ; ALMEIDA, 2003).

Na agua, a larva miracidio, que ¢ livre natante, eclode do ovo e nada em circulos
até encontrar o molusco. Os moluscos liberam substancias na agua que fazem com que
o miracidio nada cada vez mais em circulos menores, fazendo com que aumente as
chances de encontrar o molusco. Posteriormente, o miracidio penetra no corpo do
molusco e sofre modificacdes (miracidio — esporocistos — esporocistos filhos —
cercarias) abandonando o corpo deste como larva cercaria. (KATZ; ALMEIDA, 2003,
NEVES, 2005; REY, 2008). A cercaria, também ¢ livre natante, ¢ quando encontra o
hospedeiro definitivo -mamifero/ homem- pode penetrar na pele. Dentro do corpo do
hospedeiro se transforma em esquistossomulos. Estes sdo adaptados ao meio interno
isotdnico do hospedeiro definitivo e entram nos vasos sanguineos ou nos vasos
linfaticos. Muitos deles sdao destruidos pelo sistema de defesa humano e os demais
conseguem chegar at¢é o coragdo e os pulmoes (2* semana de infecgdo) e,
posteriormente, migram para o figado, onde esses pequenos vermes se alimentam e
tornam-se adultos (28 dias de infec¢do). O ciclo evolutivo se completa quando os
vermes adultos migram para os vasos mesentéricos do hospedeiro e iniciam a

oviposicao (KATZ; ALMEIDA, 2003, NEVES, 2005; REY, 2008).
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Figura 7. Ciclo de vida de S. mansoni.
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Fonte: Adaptado de Manual de doengas transmitidas por agua e alimentos, 2005. Disponivel em:
<http://www.cve.saude.sp.gov.br>

1.5 Patogenia da esquistossomose

Os aspectos patologicos da esquistossomose dependem da relagdo
hospedeiro/parasita (CAVALCANTI et al., 1998). Em relacdo ao parasito a quantidade
de infecgdes, a cepa, a fase evolutiva e intensidade sdo aspectos importantes. J4 em
relacdo ao hospedeiro a idade, estado de satde, orgdo lesado, associacdo & outras
infecgoes, etnia, alimentacdo, genoma e facilidade em obter ajuda médica sdo fatores
que influenciam no desenvolvimento da doenga (LOPES et al.,, 1998; PEARCE;
MACDONALD, 2002).

Durante a infec¢do, o S. mansoni sofre alteragdes importantes em sua morfologia
e bioquimica que o ajudam a esquivar do sistema imunolédgico do hospedeiro (MILAN;
KEIM, 2007). Nas 12 horas apds a penetragdo das cercarias ocorre a dermatite
cercariana, que ¢ uma reacao inflamatoria dérmica e subdérmica, que destr6i uma
quantidade significativa de cercérias e esquistossomulos, sendo entdo a primeira linha
de defesa contra a infeccdo. E caracterizada por intenso prurido, erupgdo urticariforme

e, ¢ seguida por eritema, edema, pequenas papulas e dor. Essa reagcdo inflamatoria ¢
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constituida por células mononucleares e células polimorfonucleares (neutrofilos) ao
redor do parasito e dos vasos. Em seguida macrdofagos e linfocitos também surgem. Tais
aspectos sdo mais intensos em reinfecgdes e em individuos hipersensiveis
(LICHTENBERGOVA et al, 2008; NEVES, 2005; REY, 2008).

Apo6s 3 dias da penetragdo das larvas cercarias na pele, estas se transformam em
esquistossomulos que migram para os pulmdes. Na segunda semana apds a infecgao,
estes podem ser encontrados nos vasos do figado e, depois, no sistema porta intra-
hepatico. Nesse momento pode ocorrer focos de arteriolite, arterite e necrose, além de
hepatite aguda e infiltragdo de neutrofilos, linfocitos e eosinofilos, pois alguns vermes
foram destruidos pelo sistema imunoldgico do hospedeiro o que levou a obstrugdo
embolica do vaso e a uma reacdo inflamatdria. A desintegracdo do parasito pode gerar
necrose do tecido e, como consequéncia, ocorre substitui¢do por tecido cicatricial.
Nesse estagio, pode haver sintomas pulmonares, linfadenia generalizada, aumento
volumétrico do bago e febre. Alguns estudos mostraram que, em uma infec¢ao primaria,
o verme pode ja expressar mecanismos de evasdo a acdo da resposta do organismo,
como, por exemplo a produgdo e obtengao de moléculas semelhantes as do hospedeiro e
capacidade de renovacdo do tegumento lesado (NEVES, 2005; PRATA, 2007; REY,
2008). Os esquistossomulos evoluem para vermes adultos entre 30 e 60 dias apos a
infeccdo, periodo em que ocorre inicio das manifestacdes clinicas da esquistossomose
aguda (MAHMOUD, 2008). A fase aguda apresenta duas fases evolutivas: a pré-patente
(antes da oviposicao) e a pds-patente (apds a oviposicao) (PEARCE; MACDONALD,
2002).

Em torno de 50 dias apos a infec¢do, no plexo mesentérico estdo os vermes
adultos acasalados que dao inicio a postura dos ovos que se propagam na parede
intestinal, com areas de necrose, gerando uma enterocolite aguda. Simultaneamente no
figado, ocorre a formacao de granulomas (Figura 8), o que caracteriza a forma aguda da
doenca, em que héd hepatoesplenomegalia discreta, mudangas discretas das fungdes
hepaticas, fendmenos alérgicos, febre, calafrios, emagrecimento, diarréia, colicas,
leucocitose com eosinofilia e aumento das globulinas. Esse periodo pode durar até cerca

de 120 dias apos a infecgao (NEVES, 2005).
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Figura 8. Granuloma hepatico. A seta preta indica o granuloma ao redor do ovo no
figado.

Fonte: Arquivo pessoal

As lesoes no figado e no bago ocorrem em resposta a uma hipersensibilidade do
hospedeiro a antigenos soliveis que sdo secretados pelos ovos (SEA - Soluble Egg
Antigens, Antigenos Soluveis dos Ovos). Essa reacdo de hipersensibilidade ¢ mais
intensa no inicio da infec¢do, mas diminui na fase cronica da doenga, o que reduz o
tamanho dos granulomas via modulacdo da resposta imune (NEVES, 2005).

A formacdo do granuloma hepatico e da fibrose hepatica periportal sdo os
eventos patogénicos mais importantes na esquistossomose (CARVALHO, MARTINS,
OLIVEIRA, 2008; WARREN, 1972). A fibrose ¢ mediada por varias subpopulagdes de
linfocitos, levando a uma resposta inflamatéria e fibrdtica ao redor dos ovos alojados
nos diferentes tecidos. Devido a oviposi¢ao, em torno de 60% dos ovos alcancam a luz
intestinal. Os demais ovos ficam presos nos capilares da mucosa do intestino,
sobrevindo a morte do miracidio (PRATA, 2007). Muitos desses ovos permanecem no
intestino, a0 mesmo tempo que sdo transportados pela circulagdo mesentérica até o
figado, onde ficam presos nos sinusoides hepaticos (LENZI et al., 1991).

O granuloma (Figura 9) ¢ constituido por inimeras células inflamatorias como
eosinodfilos, componentes de matriz extracelular, proteinas de adesdo. Fatores de
crescimento e angiogénese, originando uma estrutura esférica que circunda cada ovo
individualmente. Depois que o ovo “morre”, o granuloma diminui de tamanho. Ocorre
formacdo de placas fibrosas rica em colageno em seu lugar, o que gera um aumento na

pressdo sanguinea portal assim como o didmetro da veia porta (PEARCE;
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MACDONALD, 2002; LENZI et al., 2008). Portanto, o ovo do parasito ¢ o mais
importante agente patogénico da esquistossomose, superando muito os efeitos nocivos
produzidos diretamente pelos vermes adultos (REY, 2008).

Figura 9. O granuloma na Esquistossomose mansonica.
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Fonte: Adaptado de: PEARCE, MACDONALD, 2002.

Muitas variagdes clinicas, podem ocorrer durante a fase cronica da doenca. Essas
alteragdes podem ser intestinais, hepatointestinais ou hepatoesplénicas. Dor abdominal,
diarréia com muco e sangue e tenesmo estdo presentes em alteracdes intestinais. Em
casos mais graves pode ocorrer fibrose da alga retossigmoide, levando a diminui¢ao do
peristaltismo e constipagao constante (NEVES, 2005).

No inicio de alteragdes hepaticas, o figado tem o volume aumentado e ¢ bastante
doloroso a palpagdo. Porém, com o passar do tempo, pode haver reducdo e fibrose do
orgdo. Os granulomas hepaticos podem gerar endoflebite aguda e fibrose periportal,
provocando obstru¢ao dos ramos intra-hepaticos da veia porta. Consequentemente, héa a
hipertensdo portal, que, evolui para esplenomegalia, as varizes e a ascite (NEVES,
2005). Também na fase cronica ocorre lesdes cardiopulmonares, tumoragdes

esquistossomaticas, lesdes renais e lesdes neurologicas (REY, 2008).
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1.6 Mecanismos Imunologicos na esquistossomose

Durante a penetracdo das cercarias ocorre a Resposta Imune Inata - inespecifica.
A pele ¢ a primeira barreira imunologica natural e ¢ nela que grande parte dos parasitos
sao destruidos e ha a inibicao da migragao destes. Nesse momento ocorre uma reagao
inflamatéria gerando a dermatite cercariana. Estudos mostraram que 1/3 das cercarias
sdo destruidas na pele. Outro 1/3 ¢ recuperado sob a forma de vermes adultos. Os
esquistossomulos também sdo destruidos em seu percurso para pulmao e figado (REY,
2008).

Os esquistossomulos sao destruidos pela agdo de anticorpos da classe IgG e de
proteinas do sistema complemento (C3). Alguns fatores quimiotaticos sintetizados por
mastocitos, fazem com que eosindfilos favorecam os mastdcitos, estimulados por
anticorpos da classe IgE, a aderirem aos esquistossomulos. A excrecao de tais fatores ¢
fundamental na destruicao dos parasitos (REY, 2008).

Na fase aguda (3 a 5 semanas de infec¢@o) o padrao de resposta especifica ¢ do
tipo Th1 (Figura 10). Nesse momento hé niveis mensuraveis de fator de necrose tumoral
(TNF) no plasma sanguineo, além de células mononucleares no sangue periférico que
sintetizam altos niveis de mediadores pro-inflamatorios: IFN-y, TNF, IL-1 e IL-6

(PEARCE; MACDONALD, 2002).
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Figura 10. Intensidade da resposta imune nas fases da esquistossomose.

W

Intensidade da Resposta Imune

‘f/*

-
\
/
Esquistossémulos d Ovos

lg*’ﬂ—”’

Vermes
Adultos

Fonte: Adaptado de Nature Reviews — Immunology — Pearce; MacDonald, 2002. Disponivel em:
<http://www.nature.com/nri/journal/v2/n7/images/nri843-f1.gif>

Em torno da 6® semana, devido a acdo dos antigenos soluveis dos ovos, a
resposta Thl ¢ modulada para a resposta do tipo Th2 via IL-10. Nesse momento ha
reducdo da producdo e da a¢do dos mediadores pro-inflamatdrios. Portanto, o balanco
entra a resposta Th1 e Th2 via IL-10 ¢ fundamental (PEARCE; MACDONALD, 2002).

A resposta do tipo Th2 ¢ predominante na fase cronica e € importante no estagio
inicial dessa fase. No entanto, ela deve ser modulada a fim de ndo gerar fibrose hepatica
e morbidade cronica. A formacdo da fibrose tem participa¢do das interleucinas I1L-4 e
IL-13, pois estimulam macrofagos e fibroblastos a produzirem coldgeno, levando a
forma mais grave da doenca: a hepatoesplénica (PEARCE; MACDONALD, 2002).

A homeostase imunologica ¢ mantida pelos linfocitos TCD4+ reguladores que
controlam a magnitude da resposta imune a organismos invasores (BELKAID; ROUSE,
2005). A efetividade dos mecanismos imunologicos do hospedeiro sofre contra balango
dos mecanismos de escape do parasito, via alteracao do tegumento das larvas, uma vez
que deixam de fixar anticorpos ou moléculas do sistema complemento; descamacdo da
superficie externa do tegumento dos vermes adultos, que ¢ substituida por novas
camadas de membrana celular e presenga de antigenos do hospedeiro adsorvidos ou
incorporados a membrana do parasito, fato que impede que os vermes adultos sejam

reconhecidos como estranho pelo organismo do hospedeiro (REY, 2008).
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1.7 Farmacos comerciais

A esquistossomose ¢ tratada com dois medicamentos, o Praziquantel (PZQ) e o
Oxamniquine (OXM), j& ndo mais recomendado nos dias atuais, ambos de dosagem oral
e menos toxicos do que os primeiros farmacos desenvolvidos (REY, 2008). O PZQ ¢
utilizado ha 45 anos e age contra todas as espécies de Schistosoma sp. € atua nos vermes
adultos maduros e nos esquistossomulos 2 dias ap6s a infec¢do, porém ja ha casos de
perda de sensibilidade descritos (LIANG et al., 2003; CIOLLI et al.; 2004).

O PZQ ¢ originado a partir do nucleo isoquinoleinico-pirazinico com amplo
espectro anti-helmintico. E ministrado por via oral em que é absorvido rapidamente
sendo capaz de atingir concentra¢do sérica maxima entre 1 ou 2 horas. O farmaco ¢
comerciado em tabletes de 600 mg, sob o nome de Biltricide®. A administragdo se da
em dose unica de 50 mg/kg ou fracionada em duas doses com intervalo de 4 a 12
horanos adultos. Ja nas criangas, ocorre dose unica de 60 mg/kg fracionada em duas
tomadas (REY, 2008; VITORINO et al., 2012).

O PZQ ¢ absorvido via difusdo simples pelo verme adulto, promovendo um
aumento da permeabilidade ao célcio da membrana celular gerando contragdes
tetanicas, seguidas de paralisia muscular. Em seguida, ocorre vacuolizagio e
desintegracdo do tegumento, matando, assim, o parasita (PAX et al., 1978S;
CAMPBELL; REW, 2013; GOODMAN; GILMAN, 1996). A porcentagem de cura
através do tratamento com o PZQ varia de 60% a 90%. Tais indices sdo explicados
devido a consideravel reducao da carga parasitaria e da produgao de ovos pelo parasito.
De acordo com estudos o tratamento com o PZQ age na redu¢do da morbidade em
pacientes com fibrose hepatica grave (ARAUJO, 2010; VITORINO et al., 2012).

Contudo, havendo tratamento para a doenga ainda ha indice alto de pessoas
infectadas, pois o PZQ ndo evita a reinfeccdo em regides endémicas, o que gera a
necessidade de repetir o tratamento, tornando-se necessdria 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 satisfatoria de cura (79%) (CIOLLI, 1998; PICA-
MATTOCCHIA, 2004; CIOLLI, 2003; HAGAN et al., 2004). Entretanto, nos dias
atuais o OXM nao ¢ mais utilizado devido a reagdes adversas e comprometimento do

tratamento.
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O OXM ¢ um derivado das tetraidroquinoleinas, cuja atividade € restrita sobre o
S. mansoni. Seu nome comercial ¢ Mansil® ou Vansil® e ¢ comercializado em cépsulas
de 250 mg ou em xarope contendo 50 mg/mL. E ministrado por via oral e é absorvido
rapidamente. Em adultos ha dose unica de 15 mg/kg, apds a ultima refeicdo; em
criancas, em dose unica de 20 mg/kg por via oral, uma hora apos a refeicao (REY,
2008; VITORINO et al., 2012).

O OXM ¢ de uso exclusivo para tratar esquistossomose mansonica na Africa e
Sul das Américas, no entanto no Brasil ndo ¢ usado hd 10 anos. Age na inibicao da
sintese de acidos nucleicos em que ocorre a aquilicio do DNA através da enzima
sulfotransferase (ARAUJO, 2010; VITORINO et al., 2012). Em pacientes reinfectados
pouco antes do tratamento, existe a possibilidade de formas juvenis escaparem ao efeito
terapéutico e chegarem a verme adulto, reiniciando a eliminagdo dos ovos nas fezes. O
OXM tem bons resultados no tratamento dos casos cronicos avancados, com
hepatoesplenomegalia, e nos casos de pdlipose 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
sdao mais acentuados e como a eficiéncia entre ele e o0 PZQ ¢ praticamente a mesma nao
¢ mais usado (EMANUEL; PRATA, 1983; NASCIMENTO, 2011).

A fitoterapia ¢ uma opg¢ao para a prospec¢ao de novos compostos. Grupos de
pesquisa vem testando fitoterapicos para o tratamento da esquistossomose experimental.
Alguns exemplos desses fitoterapicos sao a menta (Mentha piperita L.) (ZAIA, 2016;
FEITOSA, 2018) e a garra (Harpagophytum procumbens) (dados em publicagdo).
Ambos os fitoterdpicos parecem agir na reducdo da carga parasitaria, na reduciao do
numero de ovos ovipositados pelo parasita e na modulacao negativa de eosinoéfilos, o

que leva a reducao da morbidade.

1.8 Medidas alternativas para o controle do S. mansoni

O sequenciamento de genes de S. mansoni teve inicio em 1992 através de um
projeto cuja colaboracao de diferentes instituicdes possibilitou o sequenciamento de
transcritos (FRANCO et al., 2000) e teve como objetivo descobrir genes de interesse
para otimizar a compreensdo da biologia do verme a fim de desenvolver novos
antigenos para vacinas ou alvos proteicos para novos farmacos. Em 1994 a OMS iniciou
o projeto genoma de S. mansoni através do sequenciamento completo (OLIVEIRA;

JOHNSTON, 2001).

32



Posteriormente, dois grandes projetos brasileiros de transcriptoma foram feitos.
Ambos trabalharam com o verme adulto e com estdgios de vida larvais (OLIVEIRA,
2007; VERJOVSKI-ALMEIDA et al., 2003).

O sequenciamento do genoma completo da espécie teve iniciativa internacional
conduzida pelo instituto The Institute for Genomic Research - TIGR em associagcdo com
0 Welcome Trust Sanger Institute — WTSI (LOVERDE et al., 2004). As ultimas versdes
do sequenciamento gendmico e todas as andlises efetuadas estdo disponiveis nos bancos
de dados online GeneDB (www.genedb.org) e SchistoDB (www.schistodb.net).

Os antigenos localizados na regido superficial do tegumento do S. mansoni
representam os principais alvos vacinais. Ha algumas imunizagdes utilizando proteinas
em fase de pesquisa clinica. 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).

A proteina do tegumento dos esquistossomulos e da musculatura do verme
adulto, a paramiosina Sm97, induziu uma agdo contra os vermes adultos com redugdo
de 30% a 50% (MATSUMOTO et al., 1988; PEARCE; MACDONALD, 2002;
CORREA-OLIVEIRA et al., 1989; AL-SHERBINY et al., 2003).

A proteina Sm14 ¢ metabolica e induziu uma ag¢do que atingiu os vermes
adultos, apresentando reducdo de aproximadamente 50%. Esta proteina ¢ a Unica 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).

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

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

O S. mansoni possui um ciclo biolégico complexo, com diferentes estagios de
vida, além de apresentar inumeros mecanismos de escape das defesas do hospedeiro
(REY, 2008), assim como a maioria dos organismos que possuem vida parasitaria
obrigatéria. Portanto, o desenvolvimento de uma vacina contra a doenga se mostra um
desafio para a ciéncia atual. De acordo com Ribeiro de Jesus e colaboradores (2000) e

Bergquist e colaboradores (2005) a elaboracao de uma vacina ou imunoterapia deve ter
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como principal caracteristica a competéncia em induzir indices elevados de protecao,
via estimulo do padrdo de resposta do tipo Thl e do Th2 e/ou diminuir a fecundidade
dos vermes adultos e sua fisiopatologia. Ademais, uma proposta para um possivel
estimulo do sistema imune para a esquistossomose empregando diversos antigenos tem
apontado para uma maior eficiéncia quando comparada com a utilizagdo de um unico
antigeno (EL RIDI et al., 2014).

Uma vez que essas proteinas estdo sendo testadas, a busca por novos antigenos
de grande interesse para a geragdo de novos conhecimentos para o desenvolvimento de
uma nova vacina, tratamento e imunoterapia se faz importante. Mesmo havendo
tratamento para a doenca, a esquistossomose ainda ¢ uma das principais enfermidades
que afetam o ser humano, sem nenhuma imunizagao efetiva (NERIS, 2013) e contribui

com milhares de mortes todos os anos ao redor do mundo.

1.9 Metabolismo de purinas

Os nucleotideos sdo moléculas que exercem inimeras fungdes fundamentais em
todos os tipos celulares de todos os organismos. Sdo formados por um grupamento
fosfato que se liga a ribose ou desoxirribose (agucares). Este agucar se liga a uma base
nitrogenada que pode ser purica - adenina (A) ou guanina (G) - ou pirimidica - citosina
(C), timina (T) ou uracila (U). Os nucleotideos s@o moléculas precursoras dos acidos
nucleicos, o DNA e o RNA, sdao componentes dos co-fatores NAD, FAD, S-
adenosilmetionina e coenzima A, assim como de intermediarios biossintéticos ativados
como a UDP-glicose e o CDP diacilglicerol. Alguns, como o cAMP e o cGMP, também
sdo mensageiros celulares secundarios (LEHNINGER, 2006).

Existe um total de nucleotideos presentes nas células que corresponde a cerca de
1% ou menos das quantidades requisitadas para a sintese do DNA. Entdo, a producao de
nucleotideos precisa acontecer de maneira paralela a sintese dos &cidos nucléicos,
podendo esta ultima apresentar-se como um fator limitante aos processos celulares de
replicacdo e transcricdo (LEHNINGER; NELSON; COX, 2008). Considerando a
relevancia que esses processos possuem para as cé¢lulas que estao se dividindo, agentes
que possam inibir a sintese de nucleotideos ¢ de significante importancia para a
medicina atual (ROMANELLO, 2011).

A Via de novo e a Via de salvag¢do sao duas vias metabdlicas intracelulares que
levam a sintese de nucleotideos. A Via de novo para bases puricas e pirimidicas ¢

praticamente igual em todos os seres vivos e apresenta como moléculas precursoras
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NH3, CO2, ribose 5-fosfato e aminoacidos. Ja a Via de salva¢do para bases puric as e
pirimidicas reutiliza nucleosideos (nucleotideos sem o grupamento fosfato) oriundos da
quebra de acidos nucleicos, requerendo uma quantidade menor de energia quando
comparada a Via de novo (NELSON; COX, 2005; WILLEY & SONS, 2004).

Um estudo demonstrou que hd uma rdpida incorporagdo de adenina nos
nucleotideos sem a incorporagdo de 14C-glicina e 14C-glicose no anel purico,
evidenciando que S. mansoni depende de uma fonte externa de bases pré-formadas para
a sintese de nucleotideos, o que mostra a perda da Via de novo para bases puricas
(SENFT et al., 1972). Portanto para bases puricas o S. mansoni depende exclusivamente

da Via de salvacao.

1.10 Enzimas da Via de salvacio de purinas de S. mansoni

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¢do da sintese de DNA e RNA. Senft e Crabtree esquematizaram as varias vias
pelas quais a adenosina, uma das principais enzimas da Via de salvagdo de S. mansoni,
¢ convertida em nucleotideos (PEREIRA, 2008). Este esquema ¢ mostrado na figura 11

e mostra as demais enzimas presentes nessa via.

Figura 11. Esquema das vias de conversio de adenosina em nucleotideos em S.
mansoni.

Adenosina
Adenosina —_quinase _ , ANPe  » ADP <«— »ATP
Adenosina
fosforilase ‘APRT
AD
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' IMP
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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. Enzima Purina Nucleosideo Fosforilase de Schistosoma mansoni: Estruturas
cristalograficas, estudos cinéticos e descoberta de novos ligantes. 2003. Tese (Doutorado em Ciéncias:
Fisica.
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As enzimas dessas vias metabolicas 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. Os RNAis foram projetados contra a HGPRT e injetados em camundongos
ap6s 70 dias de infeccdo. O nimero de vermes adultos reduziu em aproximadamente
27% ap6s o tratamento (PEREIRA et al., 2009).

Tais trabalhos evidenciam que as enzimas da Via de Salvag¢do parecem modular
a infec¢do por Schistosoma sp. em diferentes espécies, porém ainda em um mecanismo

ndo elucidado.

1.10.1 Hipoxantina-Guanina Fosforribosiltransferase (HGPRT)

A Hipoxantina-Guanina Fosforribosiltransferase (HGPRT) ¢ codificada por um
gene essencial do parasita S. mansoni (KEOUGH et al., 2005). Ha trés genes homologos
para essa enzima que estdo relacionados aos diferentes estagios de vida do parasito

(Tabela 2).

Tabela 2. Estagio de vida ao qual pertence cada homologo da HGPRT e identidade
sequencial entre eles.

Estagios de vida de S. mansoni Identidade sequencial

HGPRT 1 (Smp_103500) Esquistossdmulos Smp 148820 - 39%
HGPRT 2 (Smp_148820) S. mansoni adulto Smp 168500 - 46%

HGPRT 3 (Smp_168500) S. mansoni adulto Smp 103500 - 46%

Fonte: Adaptado de Romanello, 2011.

A enzima tem uma importante funcdo na Via de salvacdo de bases puricas
(TIMMERS, 2009). A HGPRT (Figura 12) catalisa a remog¢do do grupo pirofosfato
(PP1) do fosforribosil-pirosfofato (PRPP) e a adicdo de uma base purica (hipoxantina ou
guanina), na presen¢ca do co-fator Mg2+. O produto dessa reacdo reversivel ¢ a
formag¢ao de IMP (inosinamonofosfato) ou GMP (guanina monofosfato), o que favorece

a formacao dos nucleotideos (XU et al.,1997).
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Figura 12. Estrutura cristalografica da HGPRT isoformas 1 De S. mansoni.

Fonte: Extraido de: ROMANELLO et al, 2016.

A HGPRT tem sido encontrada normalmente como dimero em solugdo nos
organismos Tritrichomonas foetus (HGXPRT), Trypanosoma cruzi, Trypanosoma
brucei, Leishmania donovani e Leishmania tarentolae. Ela ¢ encontrada na forma
tetramérica em solugdo, 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 liberagao de pirofosfato (MUSICK,
1981). Esta enzima ¢ de grande interesse, pois, desempenha um papel importante na
reconstituicdo de purina nos nucleotideos em certo nimero de parasitas (WANG et al.,
2012; DOVEY et al., 1984).

Estudos sobre esquistossomulos de S. mansoni indicam que os organismos
dependem basicamente da recuperagdo das bases puricas para cumprir suas exigéncias
de nucleotideos de purina (DOVEY et al., 1984; DOVEY et al., 1985). Devido a
limitada interconversao entre nucleotideos adenina e guanina, as HGPRTase de S.
mansoni fornecem as principais fontes de nucleotideos guanina para o parasito. No
parasito S. mansoni a HGPRT ¢ codificada por um gene essencial (KEOUGH et

al.,2005), sendo que no genoma do mesmo foram encontrados trés genes homologos
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para a sintese da HGPRT (Smp 148820, Smp 168500 ¢ Smp 103560) que estdo
relacionados com diferentes estdgios de vida do 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
13.

Figura 13. Alinhamento das trés isoformas da HGPRT de S. mansoni com a
HGPRT humana
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Alinhamento de HGPRT Smp 103560 de Schistosoma mansoni com HGPRT humana (2JBH), 45% de
identidade sequencial.B. Alinhamento de HGPRT Smp_ 148820 de Schistosoma mansoni com HGPRT
humana (2JBH), 32% de identidade sequencial. C. Alinhamento de HGPRT Smp 168500 de
Schistosoma mansoni com HGPRT humana (2JBH), 38% de identidade sequencial. 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.
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1.10.2 Purina Nucleosideo Fosforilase (PNP)

A clivagem de nucleosideos ocorre por fosforilagdo via enzimas nucleosideos
Fosforilase (PARKS; AGARWAL, 1972). A Purina Nucleosideo Fosforilase (PNP) —
uma nucleosideo Fosforilase -¢ responsavel pela catalise reversivel de uma Fosforilase
da purina nucleosideo para gerar a base purina e ribose 1-fosfato. Desde sua descoberta
em 1975 por Gibblet et al., a PNP ¢ alvo para tratamento.

A PNP apresenta 2 isoformas e estd distribuida em muitos tecidos, mas tem
funcdo maior nos rins, granuldcitos e nos linfécitos periféricos. Nas hemacias também
apresentam alto grau de a¢do (STOECKLER, 1984).

A importancia da PNP na integridade do sistema imune tornou-se relevante a
partir da descricdo de uma imunodeficiéncia encontrada em criangas que ndo possuiam
esta enzima (GIBBLET et al., 1975). Essas criancas exibiam uma deplecao seletiva de
células T, sugerindo que a atividade da enzima ¢ necessaria para a proliferacdo normal
de células T humanas.

Ha duas classes de PNP: A. Baixa massa molecular e; B. Alta massa molecular.
As de baixa massa molecular sdo triméricas, especificas para nucleosideos 6-oxopurina
e encontradas, principalmente, mas nao exclusivamente em mamiferos (BZOWSKA et
al., 1990; STOECKLER, 1978; STOECKLER, 1984). As de alta massa molecular sao
encontradas em microrganismos (JENSEN; NYGAARD, 1975).

A PNP humana (huPNP) ¢ trimérica no estado cristalino, com subunidades a e 3
(Figura 14). Sao muito conhecidas e bem elucidadas pela ciéncia e ambas apresentam
uma conservacao total dos residuos de aminoacidos envolvidos no sitio catalitico

(EALICK et al., 1990; KOELLNER, et al., 1997; NARAYANA et al., 1997).
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Figura 14. Alinhamento das sequéncias de PNPs de humanos, de S. mansoni e M.
musculus.
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Alinhamento das PNPs humana, de S. mansoni e M. musculus. As setas em preto representam fitas f3;
espirais. A-hélice; o simbolo TT, B-turn;s; o simbolo TTT; a-turns. Os residuos escritos em branco com
fundo vermelho sdo conservados e os escritos em vermelho com fundo branco sdo os ndo conservados. A
seta amarela indica o inico residuo do sitio ativo que interage diretamente com o ligante, que difere do

sitio ativo das demais PNPs analisadas. Fonte: (SOUZA, 2016).

1.11 Imunoterapia

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

A Imunoterapia vem sendo utilizada no tratamento de diversas doengas, sendo
destaque para o tratamento do cancer. Sabe-se que ha uma relagdo entre competéncia

imunologica e evolugao favoravel de doengas malignas (INCA, 2016). No tratamento de
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parasitoses o uso desse tipo de terapia ainda € pouco estudado, e para esquistossomose
mansodnica ¢ inédito, sendo nosso grupo de pesquisa os primeiros a descrever esse
modelo.

O objetivo de aplicar essa abordagem ¢ estimular o sistema imunologico do

hospedeiro contra o parasito, gerando uma resposta imune especifica.

1.12 Tratamento com enzimas recombinantes

As principais agdes para erradicar a esquistossomose sdo desenvolver
tratamentos para a populagdo atingida, controlar a populacdo de caramujos, educacao
sanitaria e saneamento basico. Ja a principal patogénese na esquistossomose mansonica
¢ a formacdo dos granulomas, que sdo formados pela resposta imune do hospedeiro
contra antigenos dos ovos do parasito (MOHDA et al., 1998; CHITSULO et al., 2000).

No Laboratorio de Inflamagao e Doencgas Infecciosas — LIDI- do Departamento
de Morfologia e Patologia — DMP — da Universidade Federal de Sao Carlos — UFSCar-
foram realizados pesquisas que mostraram que camundongos previamente imunizados
com a enzima Adenosina Quinase (AK) da Via de salva¢do de S. mansoni e desafiados
com cercarias de Schistosoma mansoni obtiveram reducdo de carga parasitaria de
27,32%, ainda também interferiu no pareamento da fémea com o macho, quando
comparado com os animais infectados e ndo imunizados (FATTORI, 2013). Niveis
significantes na produgdo de anticorpos do tipo IgG1 foram verificados, o que sugere
uma resposta com padrao Th2, apds a imunizagdo com a enzima AK, mostrando uma
possivel atividade antiparasitaria e imunogénica a partir da imunizagdo com a mesma
(FATTORI, 2013).

Outras pesquisas foram realizadas nesse laboratorio e demonstraram que,
camundongos imunizados com a enzima Hipoxantina-Guanina Fosforibosiltransferase
(HGPRT) e desafiados com cercarias de S. mansoni também mostraram reducdo de
carga parasitaria de 27% quando comparados com os animais infectados e ndo
imunizados, além de uma significativa redu¢do do numero de ovos por grama de fezes
(NERIS et al., 2013a). Também foi mensurada uma producao elevada de anticorpos do
tipo IgE além de producdo de anticorpos do tipo IgGG2a, demonstrando uma resposta
com padrao Th1l (NERIS et al., 2013b), sugerindo que a enzima HGPRT de S. mansoni,
assim como a AK, apresentam-se como boas candidatas na busca por ferramentas que

possam contribuir para o controle da esquistossomose.
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Em um outro trabalho foi mostrado que camundongos imunizados com a enzima
Purina Nucleosideo Fosforilase (PNP) da Via de salvac¢do de S. mansoni ¢ desafiados
com cercarias de Schistosoma mansoni tiveram uma redugdo significativa de 50% no
numero de ovos quando comparado ao grupo infectado e sem tratamento, além de
reduzir significativamente a carga parasitaria no figado e intestino (NERIS, 2012).

Entdo, o presente trabalho propde avaliar o tratamento conjunto com as enzimas
Hipoxantina-Guanina  Fosforibosiltransferase (HGPRT) e Purina Nucleosideo
Fosforilase (PNP) e um MIX com as duas enzimas, uma vez que a enzima HGPRT
induz a producao de anticorpos do tipo IgG2a, o que caracteriza um padrao de resposta
Thl e a PNP reduz a carga parasitdria. Uma proposta de tratamento para a
esquistossomose utilizando multiplos antigenos tem demonstrado maior eficacia quando
comparada com a utilizagdo de um unico antigeno (EL RIDI et al., 2014).

Sendo assim, o presente trabalho determinou os efeitos dessas imunizagdes
como tratamento e modulacdo das respostas imunoldgicas celular e humoral,

parasitologica e hepatohistologicas durante a esquistossomose mansonica experimental.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral:

Determinar os efeitos do tratamento com as enzimas recombinantes
Hipoxantina-Guanina Fosforibosiltransferase (HGPRT) e Purina Nucleosideo
Fosforilase (PNP), e o MIX (HGPRT + PNP) de Schistosoma mansoni na

esquistossomose murina.

2.2 Objetivos especificos:

e Avaliar o efeito anti-parasitario do tratamento com as enzimas recombinantes de
Schistosoma mansoni Hipoxantina-Guanina Fosforibosiltransferase (HGPRT) e
Purina Nucleosideo Fosforilase (PNP), além do MIX (HGPRT + PNP) em
animais infectados com S. mansoni, por meio da quantificacdo de ovos nas fezes
e recuperacao de vermes adultos na veia porta e mesentério intestinal;

e Verificar a resposta leucocitaria na cavidade peritoneal e no sangue mediante ao
tratamento com as enzimas recombinantes de Schistosoma mansoni
Hipoxantina-Guanina Fosforibosiltransferase (HGPRT) e Purina Nucleosideo
Fosforilase (PNP), além do MIX (HGPRT + PNP) em animais infectados com .
mansoni;

e Avaliar a produ¢do de anticorpos (IgG2a e IgE) e a dosagem de citocinas (IL-4,
IL-10 e IFN-y) apds tratamento com as enzimas recombinantes de Schistosoma
mansoni Hipoxantina-Guanina Fosforibosiltransferase (HGPRT) e Purina
Nucleosideo Fosforilase (PNP), além do MIX (HGPRT + PNP) em animais
infectados com S. mansoni;

e Analisar por meio de laminas histologicas, o processo inflamatério e formacao
de granulomas no figado, a deposicdo de colageno em animais tratados com as
enzimas recombinantes de Schistosoma mansoni Hipoxantina-Guanina
Fosforibosiltransferase (HGPRT) e Purina Nucleosideo Fosforilase (PNP), além
do MIX (HGPRT + PNP) e infectados com S. mansoni.
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3. MATERIAL E METODOS

O delineamento experimental deste estudo se pautou nas recomendagdes dos
Principios Eticos de Experimentagio Animal adotado pela Sociedade Brasileira de
Ciéncia de Animais de Laboratério (SBCAL) e aprovado pela Comissdo de Etica em
Uso Animal (CEUA) da Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar), sob parecer n°
7939170816 (ANEXO).

3.1 Obtencao das enzimas recombinante Hipoxantina-Guanina
Fosforibosiltransferase (HGPRT) e Purina Nucleosideo Fosforilase (PNP) de
Schistosoma mansoni

As proteinas HGPRT e a PNP foram sintetizadas pela metodologia de expressao
protéica através da inser¢ao de plasmideos em culturas bacterianas e foram purificadas
pelo método de cromatografia de afinidade, em colaboracdo com o Laboratorio de

Cristalografia do Centro de Biologia Molecular Estrutural (CBME) do Instituto de

Fisica de Sdo Carlos — IFSC, situado na Universidade de Sdo Paulo — USP, Sao Carlos,

coordenado pelo Dr. Humberto d’'Muniz Pereira, cujo projeto visa a obtengdo das

estruturas tridimensionais de todas as enzimas da Via de Salvag¢do de Purinas e de

Sintese de Pirimidinas do parasita Schistosoma mansoni através da técnica de

Cristalografia por Difracdo de Raio-X. Nosso laboratério em parceria com o CBME

teve como objetivo analisar a atividade biologica das enzimas estudadas in vivo no

modelo da esquistossomose murina. As metodologias (etapas de expressao e

purificacdo) da enzima e suas padroniza¢des foram desenvolvidas pelo o grupo de

cristalografia e serdo descritas a seguir.

3.1.1 Expressio heterologa da enzima recombinante HGPRT de Schistosoma
mansoni

Para a expressdao da enzima HGPRT de S. mansoni foram utilizados 1 L de meio
de cultura Power Broth (especifico para expressao de proteinas recombinantes em E.
coli e constituido por uma complexa mistura rica em aminoacidos, vitaminas e fonte de
carbono) suplementado com 30 pg/mL de kanamicina e incubadas em frascos com 20
mL de uma cultura contendo bactérias recombinantes E. coli Lemo 21 (DE3) contendo
o plasmideo pOPINF e os genes das enzimas HGPRT de S. mansoni previamente

crescida por 16 horas (ROMANELLO, 2011).
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Os frascos ficaram sob agitacao (160 rpm) a 37 °C até que a D.O. (densidade
optica) fosse igual ou superior a 0,5. Apods, os meios de cultura foram esfriados e
adicionados 100uM/mL de IPTG (indutor de expressdo). Em seguida as culturas foram
mantidas a 20°C sob agitagdo de 150 rpm por aproximadamente 16 horas
(ROMANELLO, 2011).

O produto da expressao foi centrifugado por 40 minutos a 4000 rpm e a 4°C e 0
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 e
ImM MgCl2) e congelado a -20°C até o uso (ROMANELLO, 2011).

3.1.2 Expressao heterologa da enzima recombinante PNP de Schistosoma mansoni

Para a expressdo da enzima PNP de S. mansoni foram utilizados 500 mL de
meio de cultura 2XTY suplementado com 30ug/mL de kanamicina. Foram incubadas
em frascos 10 mL de uma cultura de bactérias recombinantes de E. coli BL21 (DE3)
contendo o plasmideo pET28a e o gene das enzimas de S. mansoni por 16 horas. Os
tubos foram agitados (250 rpm) a 37°C até que a D.O. (densidade optica) fosse igual ou
acima de 0,5. Posteriormente, foi adicionado 100 uM/mL de IPTG e as culturas foram
mantidas nas mesmas condi¢des por 3 horas (PEREIRA, 2003).

O produto da expressdo foi centrifugado por 20 minutos a 9000 rpm. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspendido em 50 mL de tampao de
lise (50 mM NAH2PO4 ph 7,8, 300 nM NaCl, 10 nM imidazol, 5 nM beta-
Mercaptoetanol e nM MgCl12) e congelado a -20°C (PEREIRA, 2003).

3.1.3 Purificacdo da enzima recombinante HGPRT de Schistosoma mansoni

Tanto o vetor pET28a quanto o pOPINF codificam a inser¢ao de uma sequéncia
de 6 histidinas na regido N-terminal das proteinas expressas conferindo as mesmas
afinidade pelos ions niquel ou cobalto. Para a purificagdo da HGPRT foi utilizada a
coluna de cobalto. Apos a sedimentacdo da resina na coluna, a mesma foi lavada com
10 volumes de coluna (50 mL) de agua 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 NaCl; 10 mM de imidazol; 5 mM de B- Mercaptoetanol e 1 mM
de MgCl12). Em seguida, o precipitado foi armazenado a - 20°C e ressuspendido em 50
mL de tampao de lise e posteriormente as bactérias (tubos mantidos em gelo) sofrema

lise em sonicador utilizando-se a programacao de 6 pulsos de duragdo de 1 minuto e
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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 coletado (ROMANELLO, 2011).

A coluna foi 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 (ROMANELLO,
2011).

Para a elui¢dao da enzima ligada a coluna foram utilizados 5 volumes de coluna
(30 mL) de tampao de elui¢dao (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 eluicdo de ambas as enzimas foram
visualizadas em gel de poliacrilamida 15% (SDS-PAGE) corado por Coomassie Blue
(ROMANELLO, 2011).

Ap6s a purificagdo a enzima HGPRT foi dialisada para a retirada do imidazol
com tampao de didlise (20 mM de Tris; 200 mM de NaCl; 10 mM de B-Mercaptoetanol;
1 mM de MgCl2 e 5% de glicerol, pH 7,8 para a AK2 e 20 mM de Tris; 200 mM de
KCI; 5 mM de B-Mercaptoetanol e 500 uM de MgCI2, pH 7,4 para a HGPRT). Ao final
da dialise, a enzima foi concentrada utilizando-se um Centricon (10kDa) a 3500 rpm e a
4°C por 30 minutos (ROMANELLO, 2011).

Para a quantificagdo da enzima foi utilizado o equipamento NanoDrop (280 nm),
obtendo-se como resultado a seguintes concentragdo: HGPRT - 8mg/Ml

(ROMANELLO, 2011).

3.1.4 Purificacdo da enzima recombinante PNP de Schistosoma mansoni

A PNP expressa foi submetida a clivagem em 1 ug de protease fator Xa (New
England Biolabs). A clivagem durou 96 horas e foi mantida em repouso a 4°C. O
produto da clivagem foi dialisado, a fim de se promover a troca de tampao da coluna de
amilose por tampio MES (4cido N-morfolinoetilenossulfonico, pH  6,0).
Posteriormente, foirealizada a purificagdo cromatografica em coluna de troca catidnica
POROS 20HS, empregando-se um cromatédgrafo liquido, Nessa passagem, a PNP ja
aderida aderida na coluna e a MBP passa-se diretamente pela coluna (PEREIRA, 2003).

Ap6s a purificagdo a enzima PNP passou pelos mesmo processos de didlise e

quantificagdo descritos anteriormente (PEREIRA, 2003).
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3.2 Animais

Foram utilizados camundongos fémea da linhagem Balb/c, pesando entre 18 a
20 gramas, provenientes do Biotério Geral da Prefeitura da Universidade de Sao Paulo
(USP - Ribeirdao Preto). Esses animais apresentam o certificado Specified Pathogen
Free - SPF, o que garante que os mesmos sdo livres de patdégenos. Todos os animais
foram mantidos no Biotério do Departamento de Morfologia e Patologia da
Universidade Federal de Sdo Carlos (DMP - UFSCar), com livre acesso a dgua e racao

para roedores.

3.3 Obtencao das larvas infectantes do Schistosoma mansoni

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

Olinda Mara Brigoto e da aluna de Doutorado Andressa Barban do Patrocinio.

3.4 Infeccoes dos animais com as larvas infectantes (cercarias) do Schistosoma
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 1mL.

3.5 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 (Grupo
Sm+HGPRT), 100 pg da enzima recombinante PNP (Grupo Sm+PNP) e 50 ug da
enzima recombinante HGPRT mais 50 pg da enzima recombinante (Grupo Sm+MIX).
As enzimas foram emulsificadas com o adjuvante Hidréxido de Aluminio (HA). O
tratamento ocorreu apos 28 dias de infecgao:1° dose: 28° dia; 2% dose: 38° dia; 3* dose:

48° dia (Figura 9). Os grupos experimentais foram divididos em 5:
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Tabela 3: Grupos experimentais.

Controle Sm Sm+HGPRT Sm+PNP Sm+MIX

ero de animais 6 6 6 6 6
Infeccio Nao Sim Sim Sim Sim
Tratamento Nao Nao Sim Sim Sim

Cinco grupos experimentais foram criados: Controle negativo, em que os animais nao receberam infecgao
e nem tratamento; Sm (controle positivo) em que os animais receberam somente infeccdo; Sm+HGPRT
em que os animais receberam infec¢do e tratamento com a enzima recombinante HGPRT; Sm+PNP em
que os animais receberam infec¢do e tratamento com a enzima recombinante PNP e; Sm+MIX em que os
animais receberam infec¢do e tratamento com ambas enzimas recombinantes. Fonte: elaborada pela

autora.

O modelo proposto foi repetido pelo menos duas vezes, para a confirmagdo dos

resultados obtidos.

Figura 15. Protocolo de Tratamento.

Protocolo de tratamento

Dia 38 Dia 54
22 dose Contagem de
ovos nas fezes

Dial Dia 28 Dia 48
Infeccdo 12 dose 32 dose
Dia 55
Contagem de
Coleta de
ovos nas fezes
sangue, LCP e
figado;
Recuperagdo
de vermes
adultos,

No 1° dia foi realizada a infec¢do. No 28° dia foi feita o primeiro tratamento. Nos 38° e 48° dias o
tratamento foi repetido. No 48° e no 54° foram contados os ovos nas fezes pelo método Kato-Katz. No 55°
e ultimo dia foi feita a eutanasia para coleta de sangue e de lavado da cavidade peritoneal e recuperagao
vermes adultos no figado e mesentério. Fonte: Elaborado pelo autor.

3.5.1 Adjuvante Hidroxido de aluminio
Adjuvantes sdo substidncias que quando associadas a antigenos auxiliam ou

potencializam a resposta imunologica, que poderia apresentar menos intensidade caso o
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antigeno fosse administrado isoladamente (LIMA, 2008). Quando o antigeno apresenta
baixa imunogenicidade, o uso de adjuvantes em vacinas ou tratamentos que induzem
uma resposta imunoldgica sdo importantes. O uso dessas substancias ¢ recomendado
quando o antigeno ¢ um peptideo recombinante ou quando ¢ subunidades de um
peptideo (GUPTA et al., 1993).

Os sais de aluminio: hidroxido de aluminio e fosfato de aluminio sdo os inicos
adjuvantes autorizados pelo FDA (Food And Drug Administration) para uso em
humanos e vacinas veterinarias (PASHINE; VALIANTE; ULMER, 2005).

Hé pelo menos 3 caracteristicas biologicas que esses sais apresentam: nos
tecidos ocorre geracdo de deposito de colageno levando a uma exposicao prolongada,
sintese de antigenos particulados, o que facilita a apresentacdo para APC e ativacdo do
sistema complemento e estimulacao de macréfagos induzindo a contengao e ativagao de

linfocitos (O’ HAGAN; MACKICHAN, 2001).

3.6 Contagem de ovos nas fezes

A eliminacao 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 é
caracteristico, pois tem formato eliptico e uma espicula. Com a coloragdo de verde
malaquita os ovos ficam transparentes facilitando sua identificagdo para contagem,

como pode ser visto na figura 16.

Figura 16. Ovos de S. mansoni nas fezes.
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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,

49



como pode ser observado na figura 17. Apds leitura das laminas 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.

Figura 17. Método Kato-Katz.

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.

3.7 Avaliacao celular

Os animais foram eutanasiados com anestésico Thionembutal (North Chigaco,
Ilinois, USA) nos tempos previamente por nos estabelecidos, ou seja, 55° dia apds a
infeccdo para coleta de sangue e LCP e recuperacao de vermes adultos no sistema porta

e mesentério intestinal.

3.7.1 Coleta de sangue para a contagem de leucdcitos

O sangue dos animais foi obtido por meio de punc¢do da veia braquial esquerda,
utilizando-se EDTA (Ethylenediamine tetraacetic acid - Acido etilenodiamino tetra-
acético) como anticoagulante na concentragdao final de aproximadamente 0,3M..
Posteriormente, esfregagos sanguineos foRam confeccionados e corados com Panotipo

para analise microscopica (MALINSKY, 2002).
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3.7.2 Coleta de células do LCP para contagem de leucocitos

Para a coleta de LCP foi utilizada solugdo salina tamponada (PBS) contendo
0,5% de citrato de sédio (PBS/Citrato), sendo empregado 3,0 mL no peritonio com o
auxilio de agulhas 25x7mm. Posteriormente, laminas com o tecido foram
confeccionados e coradas com Panotipo para andlise microscopica (MALINSKY,

2002).

3.7.3 Contagem global e diferencial de leucdcitos do sangue e do LCP

A contagem global de células do sangue e do LCP foi realizada individualmente
na camara de Neubauer e¢ as amostras foram adicionadas solu¢do Turk (acido acético
3% e azul de metileno 1%) na dilui¢do de 1:20 (ROCHA, 2007).

Para a contagem diferencial (Eosinoéfilos, Neutrofilos e células Mononucleadas)
foram confeccionadas laminas de LCP preparadas na citocentrifuga e esfregagco de
sangue, sendo ambas coradas com Panético. 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 neutrofilos sdo células grandes com o nucleo bem
corado e pode apresentar de 2 a 5 16bulos. Outros mononucleados presentes foram os
monocitos, linfocitos e basofilos. Os basofilos apresentam nicleo volumoso, com forma
retorcida e irregular. Os linfocitos apresentam nticleo arredondado. J4 os mondcitos
apresentam dois tipos de nucleo, o riniforme e um achatado, ambos localizados na
periferia da célula (FREIRE et al., 1995). Todos os tipos celulares sdo mostrados na

figura 18.
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Figura 18. Leucocitos no LCP e no sangue.

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 leucocitos no sangue. As setas indicam mononucleados e dois

eosinofilos respectivamente. Aumento de 1000 vezes. Fonte: acervo pessoal.

A figura 19 mostra os eosinéfilos no LCP (A) e no sangue (B). Os eosinéfilos
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 numero de eosinéfilos ¢ indicativo de que o individuo
provavelmente apresenta alguma infeccao parasitaria (verminose), algum tipo de doenga

alérgica ou asma (FREIRE et al., 1995).

Figura 19. Eosinofilos no LCP e no sangue.

A. Eosinoéfilo no LCP com aumento de 1000 vezes. B. Dois eosinofilos no sangue com aumento de 400

vezes. Fonte: acervo pessoal.
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3.8 Avaliaciao da Carga Parasitaria: Recuperacio de vermes adultos

Para avaliar a eficacia das estratégias terapéuticas propostas, os vermes adultos
foram recuperados dos camundongos através da perfusdo do sistema porta e mesentério
intestinal (PELLEGRINO; SIQUEIRA, 1956). O grau de protecao sera medido pela
comparacao entre o nimero de vermes recuperados em cada grupo experimental e seu

respectivo controle (Sm), de acordo com a formula de DELGADO et al., 1992:

RCP =RGC - RGE x 100
RGC

Em que RCP ¢ a recuperacdo da carga parasitaria, RGC ¢ recuperagdo no grupo

controle ¢ RGE, recuperagdo no grupo experimental (FONSECA et al., 2004).

3.9 Ensaio Imunoenzimatico — ELISA

3.9.1 Obtenc¢ao do plasma dos animais

O plasma dos animais foi obtido ap6s a centrifugagao do sangue total, extraido
por pungdo da veia braquial esquerda, em uma velocidade de 1500 rpm, por um periodo
de 15 minutos. Posteriormente o plasma foi armazenado em uma temperatura de — 20°C

para a realizacao da deteccao de anticorpos e dosagem de citocinas.

3.9.2 Deteccao de anticorpos — ELISA indireto

A partir do plasma total dos animais foi realizada a pesquisa de anticorpos por
ELISA Indireto (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay — Ensaio Imunoenzimatico),
onde os antigenos fixados (enzimas analisadas) estimularam a ligagdo com os possiveis
anticorpos presentes no plasma dos camundongos, que posteriormente foram detectados
por conjugados especificos contra os possiveis anticorpos presentes neste plasma, sendo
feita a detec¢do de anticorpos do tipo IgG2a (anti-Mouse IgG2a Antibody HRP
Conjugated, Bethyl Laboratories, Inc.) e IgE (Kit OptEIATM, BD Biosciences),
seguindo o protocolo abaixo descrito.

Foram utilizadas placas de microtitulagio de alta afinidade com 96 pogos
(Corning® Costar 3590) sendo aplicados 8 pg/poco da enzima analisada (HGPRT, PNP
e MIX) e também PTS (Proteinas Totais de S. mansoni), que corresponde ao antigeno,

diluida em tampdo carbonato 0,1 M - pH 9,5, totalizando 100 pL/pogo, para
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sensibilizacao das placas por 12 horas a 4°C. A quantidade de proteina aplicada por
poco foi estabelecida mediante padronizagdo anterior realizada em nosso laboratorio. O
extrato contendo as proteinas totais de S. mansoni (PTS) foi obtido a partir de cerca de
100 vermes adultos de S. mansoni (cepa BH), recuperados de camundongos Balb/c
infectados, através da perfusao do sistema portahepatico e veias mesentéricas.

A extragdo das proteinas foi realizada pelo tampao de extragdo (Tris-HCI, DTT e
Glicerol). A amostra (vermes adultos) foi tratada com Inibidor de Protease (Sigma),
sonicada e centrifugada e o pellet foi descartado. Posteriormente, a quantificagao do
extrato proteico (sobrenadante) foi realizada pelo método de Lowry (LOWRY et al.,
1951). Foi feito gel de poliacrilamida 15% (Figura 20) pela técnica SDS-Page para

constatar a pureza da amostra.

Figura 20. Gel de proteinas totais de S. mansoni.

Fonte: Acervo pessoal.

ApOs a sensibilizagdo, as placas foram lavadas por 3 vezes com 300 pL/pogo de
PBS 1X + Tween 20 a 0,05%, pH 7.4 (solugdo de lavagem). Posteriormente a lavagem
foram acrescentados 200 pL/pogo de solugdo bloqueio (PBS 1X + BSA — Bovine Serum
Albumin, Albumina de Soro Bovino 1%) e as placas foram incubadas por 1 hora. Apds
este periodo foi realizada, novamente, a lavagem das placas, por 5 vezes, com a solugao

de lavagem. Entdo foi realizada a aplicagdo das amostras nas placas, sendo aplicados
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100 pL/pogo do pool do plasma dos camundongos em quadruplicatas para os grupos
Controle e em quintuplicatas para o grupo infectado/sem tratamento e os grupos
imunizados HGPRT, PNP e MIX, sendo que o mesmo foi diluido em tampao carbonato,
na propor¢ao 1:10 e a placa foi incubada por 2 horas. A dilui¢do das amostras foi
estabelecida mediante padronizagdo anterior também realizada em nosso laboratorio.

Ap6s o periodo de incubagdo, as placas foram novamente lavadas por 5 vezes,
com a solucdo de lavagem. Foi entdo preparado, ao abrigo de luz, o anticorpo
secundario conjugado com enzima peroxidase diluindo-o em PBS 1X + BSA 1%, na
propor¢ao 1:10.000 para IgG2a e 1:500 para IgE, recomendada pelos respectivos
fabricantes, e posteriormente foi aplicado 100 pL/pogo. As placas foram entdo
incubadas por 1 hora e 30 minutos ao abrigo de luz.

ApoOs este periodo, as placas foram lavadas por 5 vezes com a solucdo de
lavagem. Entdo foi aplicado, ao abrigo de luz, 100 uL/pogo do substrato TMB (3,3°,5,5’
- Tetrametilbenzidina) e as placas foram incubadas, ainda ao abrigo de luz, por 15
minutos aproximadamente, quando a solu¢do passou a apresentar uma coloragdo azul
mais forte. Em seguida, a reagdo foi bloqueada com a aplicacao de 50 uL/pogo de acido
sulfarico 2N. Finalmente, a leitura das placas foi feita no comprimento de onda de 450

nm, pela leitora de placas de ELISA (MicroQuant-Sellex,Inc.).

3.9.3 Dosagem de citocinas — ELISA direto

Para a dosagem das citocinas IL-4, IL-10, IFN-y (Kit OptEIATM, BD
Biosciences) e foi realizado o ELISA direto seguindo o protocolo abaixo descrito.

Para este procedimento também foram utilizadas placas de microtitulacdo de alta
afinidade com 96 pogos. Inicialmente foi realizada a sensibilizacdo das placas com 100
uL/pogo de solugdo contendo 80 puL do anticorpo monoclonal anti-citocina em 20 puL do
tampao especifico: para IL-4 e IFN-y, tampdo carbonato 0,1 M - pH 9,5; para IL-10,
tampao fosfato 0,2M - pH 6,5. As placas foram entdo incubadas por 12 horas a 4°C.
Apos este periodo foi realizada a lavagem das placas, por 3 vezes com 300 puL/pogo de
solucdo de lavagem descrita no item 3.9.2. Posteriormente a lavagem foram
acrescentados 200 pL/pogo de solucdo bloqueio (PBS 1X + BSA 1%) e as placas foram
incubadas por 1 hora. Apos este periodo foi realizada, novamente, a lavagem das
placas, por 5 vezes, com a solugdo de lavagem. Entdo foi realizada a aplicagdo da curva

e das amostras nas placas, sendo aplicados 100 pL/po¢o do pool do plasma dos
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camundongos de cada grupo experimental em sextuplicatas e as placas foram incubadas
por 2 horas.

Ap6s o periodo de incubagdo, as placas foram novamente lavadas por 5 vezes,
com a solucdo de lavagem. Foi entdo preparado, ao abrigo de luz, o anticorpo
secundario e a enzima de detec¢do, diluindo-o em PBS 1X + BSA 1% na proporcao
recomendada pelos respectivos kits, e posteriormente foi aplicado 100 pL/pogo. As
placas foram entdo incubadas por 1 hora e 30 minutos ao abrigo de luz. Apds este
periodo, as placas foram lavadas por 5 vezes com a solugdo de lavagem. Entdo foi
aplicado, ao abrigo de luz, 100 uL/pogo do substrato TMB e as placas foram incubadas,
ainda ao abrigo de luz, de 15 a 30 minutos aproximadamente.

Em seguida, a reacdo foi bloqueada com a aplicagdo de 50 pL/pogo de acido
sulfirico 2N, e a leitura das placas foi feita no comprimento de onda de 450 nm, pela
leitora de placas de ELISA, sendo as concentragdes calculadas a partir da curva de

titulagdo dos padroes de citocinas e as concentragdes finais expressas em pg/mL.

3.10 Avaliacgao histologica do figado

O figado de dois camundongos por grupo experimental foi removido no 55° dia
apos a infecg¢do, sendo padronizado o animal 1 e 2 de cada grupo antes da realizacdo da
eutandsia (2 experimentos independentes: n = 4), para avaliagio do processo
inflamatério e formacao de granulomas além da observagao de deposicao de colageno
neste orgao.

Ap6s a remocao, os 6rgaos foram lavados com PBS 1X e secos cuidadosamente
em papel. Os mesmos foram entdo fixados em formol tamponado (4 g de NaH2PO4, 6,5
g de Na2HPO4, 100 mL de formol e 900 mL de dgua destilada).

A confeccao das laminas histoldgicas foi realizada pela técnica Ana Maria da
Rocha do Laboratério de Citopatologia, no Departamento de Patologia e Medicina
Legal, da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — FMRP — USP, sob a
responsabilidade do Prof. Dr. Edson Garcia Soares, sendo que fragmentos de cada 6rgao
foram incluidos em blocos de parafina e seccionados em cortes de 4 um.

As laminas foram coradas por dois tipos de colora¢des: Hematoxilina-Eosina
(HE), para avaliacdo das células que compdem o tecido e também observacdo dos
granulomas, e Tricomico de Gomori, para avaliagcdo da deposi¢do de colageno.

A leitura das laminas foi realizada pelo médico patologista responséavel pelo

laboratorio, Prof. Dr. Edson Garcia Soares, sendo realizada a contagem de granulomas e
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ovos presentes nos cortes histologicos de figado dos animais de cada grupo
experimenta.

Posteriormente, as laminas foram escaneadas no Pannoramic Desk, da 3D
Histech, que ¢ um Equipamento Multi-Usuario (EMU) da FAPESP (2014/50256-4),
localizado no Laboratorio de Imunologia Aplicada, no Departamento de Genética e
Evolu¢do — DGE, da Universidade Federal de Sao Carlos — UFSCar, sob a
responsabilidade do Prof. Dr. Ricardo Carneiro Borra. As imagens foram feitas no

programa Pannoramic Viewer 1.15.4, também da 3D Histech.

3.11 Analise estatistica

Os resultados foram expressos com média + EPM e analisados no programa
GraphPad Prism, versao 5.01 — 2005 (San Diego, Califérnia, USA). Foi aplicado, para
todos os dados obtidos, o Teste de Normalidade de Kolmogorov-Smirnov E One-Way
RM ANOVA para verificar a natureza paramétrica ou ndo paramétrica dos mesmos.
Posteriormente, para os dados paramétricos foi aplicado o teste One-way ANOVA
(One-way Analysis of Variance) e o pos-teste foi realizado pelo método de Tukey
(Tukey’s Multiple Comparison Test). Ja para os dados ndo-paramétricos foi utilizado o
teste de Kruskal-Wallis e o pds-teste foi realizado pelo método de Dunn’s (Dunn’s
Multiple Comparison Test). A significancia estatistica estabelecida ¢ em valores de p <

0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Contagem de ovos nas fezes

A figura 21 mostra a contagem de ovos nas fezes no 48° dia de infeccdo dos
animais dos grupos infectado e sem tratamento (Sm), infectado e tratado com a enzima
HRPRT (Sm+HGPRT), infectado e tratado com a enzima PNP (Sm+PNP) e infectado e
tratado com o MIX de enzimas (Sm+MIX). Observa-se que nos 3 grupos experimentais
infectados e tratados com as enzimas recombinantes (Sm+HGPRT, Sm+PNP e
Sm+MIX) houve uma reducao significativa no nimero de ovos apos o tratamento. Os

grupos Sm+HGPRT e Sm+MIX foram o que apresentaram uma reducdo maior.

Figura 21. Numero de ovos por grama de fezes no 48° dia apos a infeccio.
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Contagem de ovos nas fezes no 48° dia apds a infecgdo. Os dados representam a média + EPM (n= 7-8).
O simbolo **(p<0,01) representa a diferenca significativa entre o resultado obtido no grupo infectado e
tratado com a enzima HGPRT (Sm=HGPRT) quando comparado com o grupo infectado e sem tratamento
(Sm). O simbolo ***(p<0,001) representa a diferenga significativa entre o resultado obtido nos grupos
infectados e tratados com as enzimas PNP (Sm+PNP) e MIX (Sm+MIX) quando comparado com o grupo
infectado e sem tratamento (Sm).

Na tabela 4, estdo as médias = EPM do numero de ovos por grama de fezes dos
animais dos grupos infectado e sem tratamento (Sm), infectado e tratado com a enzima
HRPRT (Sm+HGPRT), infectado e tratado com a enzima PNP (Sm+PNP) e infectado e

tratado com o MIX de enzimas (Sm+MIX) no 48° dia de infec¢do, bem como suas
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respectivas porcentagens (%) de reducdo de ovos nas fezes calculada segundo Delgado
et al., 1992. No grupo Sm+HGPRT houve uma reducao de 54.9% quando comparado ao
grupo Sm. O grupo Sm+PNP apresentou reducdo de 64.9% quando comparado ao grupo

Sm. O grupo Sm+MIX apresentou redu¢do de 71.5% quando comparado ao grupo Sm.

Tabela 4. Numero de ovos por grama de fezes dos animais e porcentagem de
reducio de ovos no 48° dia apos a infeccio.

Grupos experimentais Ovos/grama de fezes

Sm+HGPRT 201 54,9

Sm+PNP 156 64,9

Sm+MIX 126,8 71,5
- |

Reducio (%)

Os valores apresentam média + EPM. Fonte: Elaborada pela autora.

A figura 22 mostra a contagem de ovos nas fezes no 54° dia dos animais nos
grupos infectado e sem tratamento (Sm), infectado e tratado com a enzima HRPRT
(Sm+HGPRT), infectado e tratado com a enzima PNP (Sm+PNP) e infectado e tratado
com o MIX de enzimas (Sm+MIX). Houve redug¢do do nimero de ovos nas fezes nos
grupos experimentais apos tratamento utilizando as enzimas recombinantes HGPRT,
PNP e MIX de S. mansoni quando comparado ao grupo Sm. Observa-se que no grupo
Sm+PNP houve uma reducdo significativa no nimero de ovos quando comparado ao

grupo infectado e sem tratamento (Sm).
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Figura 22. Numero de ovos por grama de fezes no 54° dia apos a infeccio.
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Contagem de ovos nas fezes no 54° dia ap6s a infecg¢do. Os dados representam a média + EPM (n= 7-8).
O simbolo * (p<0,05) representa a diferenca significativa entre o resultado obtido no grupo infectado e
tratado com a enzima PNP (Sm+PNP) quando comparado com o grupo infectado e sem tratamento (Sm).

Na tabela 5 estdo as médias do nimero de ovos por grama de fezes dos animais
dos grupos infectado e sem tratamento (Sm), infectado e tratado com a enzima HRPRT
(Sm+HGPRT), infectado e tratado com a enzima PNP (Sm+PNP) e infectado e tratado
com o MIX de enzimas (Sm+MIX) no 54° dia de infec¢do, bem como suas respectivas
porcentagens (%) de redugdo de ovos nas fezes (DELGADO et al., 1992). Os 3 grupos
tratados com as enzimas recombinantes de S. mansoni apresentaram redugdo quando
comparados ao grupo infectado e sem tratamento. O grupo tratado coma a enzima
HGPRT apresentou reducao de 63.8%. O grupo tratado com a enzima PNP apresentou a
maior redugdo de 73.36%. O grupo tratado com o MIX de enzimas apresentou reducdo

de 46.37%.
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Tabela 5. Numero de ovos por grama de fezes dos animais e porcentagem de
reducao de ovos no 48° dia apés a infecgao.

Grupos experimentais Ovos/grama de fezes Reduciio (%)

Sm+HGPRT
Sm+PNP
Sm+MIX

Os valores apresentam média + EPM.
Fonte: Elaborada pela autora.

4.2 Avaliacao da carga parasitaria: recuperacio de vermes adultos

A figura 23 mostra a quantidade de vermes adultos recuperados na veia porta do
figado e no mesentério intestinal dos animais nos grupos infectado e sem tratamento
(Sm), infectado e tratado com a enzima HRPRT (Sm+HGPRT), infectado e tratado com
a enzima PNP (Sm+PNP) e infectado e tratado com o MIX de enzimas (Sm+MIX) no
55° dia de infec¢ao. Os dados demonstram que houve uma redugdo de 26,78% no grupo
tratado com a enzima HGPRT, uma redug¢ao significativa de 48,21 % no grupo tratado

com a enzima PNP e uma reducao de 38,39% no grupo tratado com MIX de enzimas.
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Figura 23. Numero de vermes adultos recuperados na veia porta do figado e no
mesentério intestinal.

Vermes adultos - 55° dia de infecgao

20

26,78%  « 38,39%
48,21%

N° de vermes adultos
—
o
[

A Q
NS & &
X 2
&
Grupos

Recuperagdo de vermes adultos na veia porta do figado ¢ mesentério intestinal. Os dados representam a
média + EPM (n= 7-8).

A figura 24 mostra a recuperagao de vermes adultos acasalados e separados em
machos e fémeas na veia porta do figado e no mesentério dos animais nos grupos
infectado e sem tratamento (Sm), infectado e tratado com a enzima HRPRT
(Sm+HGPRT), infectado e tratado com a enzima PNP (Sm+PNP) e infectado e tratado
com o MIX de enzimas (Sm+MIX) sob 2 andlises: A. Distribuicdo entre casais, machos
e fémeas entre os grupos; B. Distribuicdo de casais, machos e fémeas em cada grupo.
Em ambos os casos o nimero de casais supera com grande significancia o numero de
machos e fémeas separados. Quando comparado os grupos infectados e tratados com as
enzimas (Sm+HGPRT, Sm+PNP ¢ Sm+MIX) com o grupo infectado sem tratamento

(Sm), observa-se um menor numero de fémeas.
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Figura 24. Nimero de vermes adultos acasalados e separados em fémeas e machos
recuperados nos grupos Sm, Sm+HGPRT, Sm+PNP e Sm+MIX.
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Recuperagdo de vermes adultos acasalados e separados, fémeas e machos na veia porta do figado e
mesentério intestinal. A Distribui¢@o entre casais, machos e fémeas entre os grupos; B. Distribuicdo de
casais, machos ¢ fémeas em cada grupo Os dados representam a média £ EPM (n= 7-8). O simbolo *
(p<0,05) representa a diferenga significativa entre o resultado obtido entre casais nos grupos
Sm+HGPRT, Sm+PNP e Sm+MIX quando comparados com o grupo infectado sem tratamento (Sm). O
simbolo ** (p<0,01) representa a diferenga significativa entre o resultado obtido entre casais nos grupos
Sm+HGPRT, Sm+PNP e Sm+MIX quando comparados com o grupo infectado sem tratamento (Sm). O
simbolo *** (p<0,001) representa a diferenga significativa entre o resultado obtido entre casais nos
grupos Sm+HGPRT, Sm+PNP e Sm+MIX quando comparados com o grupo infectado sem tratamento
(Sm). O simbolo ° (p<0,05) representa a diferenca significativa entre o resultado obtido entre fémeas
quando comparados a casais. O simbolo * (p<0,01) representa a diferenca significativa entre o resultado
obtido entre fémeas quando comparados a casais. O simbolo °°° (p<0,001) representa a diferenca
significativa entre o resultado obtido entre fémeas quando comparados a casais. O simbolo # (p<0,05)
representa a diferenca significativa entre o resultado obtido entre machos quando comparados a casais. O
simbolo ### (p<0,001) representa a diferenca significativa entre o resultado obtido entre machos quando
comparados a casais.
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4.3. Avaliacao da resposta leucocitaria

4.3.1 Avaliacao de leucdcitos totais no LCP e sangue

A figura 25 mostra a contagem total de leucdcitos no LCP nos grupos controle,
infectado e sem tratamento (Sm), infectado e tratado com a enzima HGPRT
(Sm+HGPRT), infectado e tratado com a enzima PNP (Sm+PNP) e infectado e tratado
com o MIX de enzimas (Sm+MIX) no 55° dia de infec¢do. Foi observada uma reducdo
nos grupos controle e tratados com as enzimas (Sm+HGPRT, Sm+PNP ¢ Sm+MIX)
quando comparados ao grupo infectado e sem tratamento (Sm). Essa reducao foi
significativa nos animais do grupo Controle ¢ Sm+MIX quando comparados ao grupo
infectado e sem tratamento (Sm). Isso comprova que a infec¢do foi efetiva, uma vez que
houve um numero maior de leucocitos nos animais no grupo infectado sem tratamento
(Sm) e quando os animais receberam o tratamento com as enzimas recombinantes de S.
mansoni os leucdcitos apresentaram redugdo. O grupo tratado com o MIX de enzimas

foi o tnico que apresentou diferencga significativa.
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Figura 25. Numero de leucocitos totais no LCP.
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Contagem de leucdcitos totais no LCP. Leucoécitos totais/mm?* no LCP. Os dados representam a média +
EPM (n= 7-8). O simbolo *(p<0,05) representa a diferenca significativa entre o resultado obtido no grupo
infectado e tratado com o Mix de enzimas (Sm+MIX) quando comparado ao grupo infectado sem
tratamento (Sm). O simbolo **(p<0,01) representa a diferenca significativa entre o resultado obtido no
grupo Controle quando comparado ao grupo infectado sem tratamento (Sm).

A Figura 26 mostra a contagem total de leucdcitos no sangue nos grupos
controle, infectado e sem tratamento (Sm), infectado e tratado com a enzima HRPRT
(Sm+HGPRT), infectado e tratado com a enzima PNP (Sm+PNP) e infectado e tratado
com o MIX de enzimas (Sm+MIX) no 55° dia de infec¢ao. Foi observada uma redugdo
nos grupos controle e infectados e tratados com as enzimas (Sm+HGPRT, Sm+PNP e
Sm+MIX) quando comparados ao grupo infectado e sem tratamento (Sm). Houve uma
redugdo significativa dessas células nos animais do grupo infectado e tratado com a
enzima PNP (Sm+PNP) quando comparada aos grupos infectado sem tratamento (Sm) e

ao grupo infectado e tratado com a enzima HGPRT (Sm+HGPRT).
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Figura 26. Numero de leucocitos totais no sangue.
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Contagem de leucdcitos totais no sangue. Leucocitos totais/mm* no sangue. Os dados representam a
média + EPM (n= 7-8). O simbolo **(p<0,01) representa a diferenga significativa entre o resultado obtido
no grupo infectado e tratado com a PNP (Sm+PNP) quando comparado ao grupo infectado sem
tratamento (Sm). O simbolo ### (p<0,001) representa a diferenga significativa entre o resultado obtido no
grupo tratado com a enzima PNP (Sm+PNP) quando comparado ao grupo tratado com a enzima HGPRT
(Sm+HGPRT).

4.3.2 Avaliacao de eosinofilos no LCP e no sangue

A figura 27 mostra a quantidade de eosinéfilos no LCP nos grupos controle,
infectado e sem tratamento (Sm), infectado e tratado com a enzima HGPRT
(Sm+HGPRT), infectado e tratado com a enzima PNP (Sm+PNP) e infectado e tratado
com o MIX de enzimas (Sm+MIX) no 55° dia de infec¢do. O tratamento com as
enzimas recombinantes de S. mansoni modulou negativamente o recrutamento de
eosinofilos no LCP nos animais dos grupos experimentais (Sm+HGPRT, Sm+PNP e
Sm+MIX) quando comparado ao grupo infectado sem tratamento (Sm). Os grupos Sm,
Sm+HGPRT e Sm+PNP mostraram diferencas significativas quando comparados ao
grupo Controle. J& o grupo tratado com os MIX das proteinas (Sm+MIX) mostrou
diferenca significativa e diminuigdo quando comparado os dados obtidos no grupo

infectado e sem tratamento (Sm).
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Figura 27. Numero de eosinofilos no LCP.
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Contagem diferencial de eosinofilos no LCP. Eosinéfilos/mm?® no LCP. Os dados representam a média +
EPM (n= 7-8). O simbolo ° (p<0,05) representa a diferenca significativa entre o resultado obtido entre os
grupos Sm+HGPRT e Sm+PNP quando comparado ao grupo Controle. O simbolo **° (p<0,001)
representa a diferenca significativa entre o resultado obtido entre o grupo infectado sem tratamento (Sm)
quando comparado ao grupo Controle. O simbolo * (p<0,05) representa a diferenga significativa entre o
resultado obtido entre o grupo Sm+MIX quando comparado ao grupo infectado sem tratamento (Sm).

A figura 28 mostra a quantidade de eosinodfilos no sangue nos grupos controle,
infectado e sem tratamento (Sm), infectado e tratado com a enzima HGPRT
(Sm+HGPRT), infectado e tratado com a enzima PNP (Sm+PNP) e infectado e tratado
com o MIX de enzimas (Sm+MIX) no 55° dia de infeccdo. O tratamento com as
enzimas recombinantes de S. mansoni também modulou negativamente, embora nao
haja diferencas significativas, o nimero de eosinéfilos no sangue dos animais tratados
com as enzimas (Sm+HGPRT, Sm+PNP e Sm+MIX) quando comparado ao grupo

infectado sem tratamento (Sm) foi menor.
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Figura 28. Numero de eosinofilos no sangue.
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Contagem diferencial de eosindfilos no sangue. Eosinofilos/mm® no sangue. Os dados representam a
média + EPM (n= 7-8).

4.3.3 Avaliaciao de neutroéfilos no LCP e no sangue

A figura 29 mostra a quantidade de neutrdfilos no LCP nos grupos controle,
infectado e sem tratamento (Sm), infectado e tratado com a enzima HGPRT
(Sm+HGPRT), infectado e tratado com a enzima PNP (Sm+PNP) e infectado e tratado
com o MIX de enzimas (Sm+MIX) no 55° dia de infeccdo. O tratamento com as
enzimas recombinantes de S. mansoni modulou negativamente o nimero de neutrofilos
no LCP dos animais dos grupos experimentais (Sm+HGPRT, Sm+PNP ¢ Sm+MIX)
quando comparados ao grupo infectado e sem tratamento (Sm). Essa diminui¢do no
numero de neutréfilos foi significativa no grupo infectado e tratado com o MIX de
enzimas (Sm+MIX) quando comparado ao grupo infectado e sem tratamento (Sm). J4 a
quantidade de neutréfilos no grupo infectado sem tratamento (Sm) apresentou um

aumento significativo quando comparado ao grupo controle.
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Figura 29. Numero de neutrofilos no LCP.
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Contagem diferencial de neutréfilos no sangue. Neutrofilos/mm?® no sangue. Os dados representam a
média + EPM (n= 7-8). O simbolo ° (p<0,05) representa diferenca significativa entre o resultado obtido
no grupo infectado sem tratamento (Sm) quando comparado ao grupo controle. O simbolo * (p<0,05)
representa diferenca significativa entre o resultado obtido no grupo Sm+MIX quando comparado ao
grupo infectado sem tratamento (Sm).

A figura 30 mostra a quantidade de neutrofilos no sangue nos grupos controle,
infectado e sem tratamento (Sm), infectado e tratado com a enzima HGPRT
(Sm+HGPRT), infectado e tratado com a enzima PNP (Sm+PNP) e infectado e tratado
com o MIX de enzimas (Sm+MIX) no 55° dia de infeccdo. O tratamento com as
enzimas recombinantes de S. mansoni modulou negativamente o recrutamento de
neutréfilos no sangue nos animais dos grupos experimentais (Sm+HGPRT, Sm+PNP e
Sm+MIX). Essa diminui¢do do niimero de neutrdfilos no sangue foi significativa no
grupo tratado com a enzima PNP (Sm+PNP) quando comparado ao grupo infectado sem
tratamento (Sm). Esse grupo também apresentou uma diminuicdo significativa no
numero de neutrofilos quando comparado ao grupo infectado e tratado com a enzima

HGPRT (Sm+HGPRT).
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Figura 30. Numero de neutrofilos no sangue.
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Contagem de neutrdfilos no sangue. Neutrofilos/mm?® no sangue. Os dados representam a média + EPM
(n= 7-8). O simbolo **(p<0,01) representa a diferenca significativa entre o resultado obtido no grupo
infectado e tratado com a PNP (Sm+PNP) quando comparado ao grupo infectado sem tratamento (Sm). O
simbolo # (p<0,05) representa a diferenga significativa entre o resultado obtido no grupo tratado com a
enzima PNP (Sm+PNP) quando comparado ao grupo tratado com a enzima HGPRT (Sm+HGPRT).

4.3.4 Avaliaciao de leucdcitos mononucleados no LCP e no sangue

A figura 31 mostra a quantidade de leucocitos mononucleados (linfocitos,
macréfagos, basodfilos e mastdcitos) no LCP nos grupos controle, infectado e sem
tratamento (Sm), infectado e tratado com a enzima HRPRT (Sm+HGPRT), infectado e
tratado com a enzima PNP (Sm+PNP) e infectado e tratado com o MIX de enzimas
(Sm+MIX) no 55° dia de infec¢do. O tratamento com as enzimas recombinantes de S.
mansoni HGPRT, PNP e MIX diminuiu o nimero de mononucleados nessa cavidade.
Essa diminui¢dao foi significativa somente no grupo controle quando comparado ao

grupo infectado e sem tratamento (Sm).
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Figura 31. Numero de mononucleados no LCP.
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Contagem de mononucleados no LCP. Mononucleados/mm? no LCP. Os dados representam a média +
EPM (n= 7-8). O simbolo *(p<0,05) representa a diferenca significativa entre o resultado obtido no grupo
controle quando comparado ao grupo infectado sem tratamento (Sm).

A figura 32 mostra a quantidade de leucocitos mononucleados no sangue nos
grupos controle, infectado e sem tratamento (Sm), infectado e tratado com a enzima
HRPRT (Sm+HGPRT), infectado e tratado com a enzima PNP (Sm+PNP) e infectado e
tratado com o MIX de enzimas (Sm+MIX) no 55° dia de infec¢do. O tratamento com as
enzimas recombinantes de S. mansoni HGPRT, PNP ¢ MIX diminuiu o nimero de
mononucleados no tecido sanguineo. Essa diminui¢ao foi significativa somente no
infectado e tratado com a enzima PNP (Sm+PNP) quando comparado ao grupo
infectado e sem tratamento (Sm) e quando comparado ao grupo infectado e tratado com

a enzima HGPRT (Sm+HGPRT).
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Figura 32. Numero de mononucleados no sangue.
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Contagem de mononucleados no sangue. Mononucleados/mm? no sangue. Os dados representam a média
+ EPM (n= 7-8). O simbolo **(p<0,01) representa a diferenga significativa entre o resultado obtido no
grupo infectado e tratado com a enzima PNP (Sm+PNP) quando comparado ao grupo infectado sem
tratamento (Sm). O simbolo ## (p<0,001) representa a diferencga significativa entre o resultado obtido no
grupo infectado e tratado com a enzima PNP (Sm+PNP) quando comparado ao grupo infectado e tratado
com a enzima HGPRT (Sm+HGPRT).

4.4 Avaliacao da dosagem de citocinas

4.4.1 Determinacao dos niveis de IFN-y

Na Figura 33 estdo representadas as concentracdes da citocina [FN-y, em pg/mL,
presentes no pool do plasma dos animais dos grupos controle, infectado e sem
tratamento (Sm), infectado e tratado com a enzima HRPRT (Sm+HGPRT), infectado e
tratado com a enzima PNP (Sm+PNP) e infectado e tratado com o MIX de enzimas
(Sm+MIX) no 55° dia de infecgdo. E possivel observar que uma discreta diminuigdo na
concentragdo de IFN-y no plasma dos animais do grupo infectado e sem tratamento e
dos grupos experimentais, quando comparado ao grupo controle. Entre os grupos
experimentais o grupo tratado com a HGPRT foi o que apresentou maior concentragao

de IFN-y.
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Figura 33. Dosagem da citocina IFN-y no plasma.
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Concentragdes da citocina IFN-y, em pg/mL no pool do plasma dos animais de cada grupo experimental.
Os dados representam a média £ EPM (n = 7-8). Os simbolos ° (p<0.05), *° (p<0.01) e °*° (p<0,001)
representa a diferenga significativa entre o resultado obtido nos grupos Sm, Sm+HGPRT, Sm+PNP ¢
Sm+MIX quando comparados ao grupo controle.

4.4.2 Determinacio dos niveis de 1L-4

Na figura 34 estdo as concentracdes da citocina IL-4 no pool do plasma dos
animais dos grupos controle, infectado e sem tratamento (Sm), infectado e tratado com a
enzima HGPRT (Sm+HGPRT), infectado e tratado com a enzima PNP (Sm+PNP) e
infectado e tratado com o MIX de enzimas (Sm+MIX) no 55° dia de infecgdo. Observa-
se que nos 3 grupos experimentais (Sm+HGPRT, Sm+PNP ¢ Sm+MIX) houve um
ligeiro aumento nas concentragdes de IL-4, quando comparados ao grupo infectado e
sem tratamento (Sm). Ja no grupo infectado sem tratamento houve uma discreta
diminui¢do das concentragdes de IL-4 no pool do plasma quando comparados aos dados

obtidos no grupo Controle.
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Figura 34. Dosagem da citocina IL-4 no plasma.
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Concentracdes da citocina IL-4, em pg/mL no poo!/ do plasma dos animais de cada grupo experimental.
Os dados representam a média + EPM (n = 7-8). Nao houve diferenga estatisticamente significativa entre
os grupos analisados.

4.4.3 Determinacio dos niveis de IL-10

Na figura 35 estdo as concentragdes da citocina IL-10 no pool do plasma dos
animais dos grupos controle, infectado e sem tratamento (Sm), infectado e tratado com a
enzima HGPRT (Sm+HGPRT), infectado e tratado com a enzima PNP (Sm+PNP) e
infectado e tratado com o MIX de enzimas (Sm+MIX) no 55° dia de infec¢do. Observa-
se um aumento das concentragdes de IL-10 no pool do plasma no grupo infectado sem
tratamento quando comparado ao grupo Controle. J& as concentracdes de IL-10 no pool
do plasma nos grupos tratados com PNP (Sm+PNP) e com o MIX de enzimas
(Sm+MIX) mostraram uma reducao nas concentragdes de IL-10 quando comparados ao
grupo infectado e sem tratamento (Sm). Ja no grupo Sm+HGPRT houve um aumento
das concentragdes de IL-10 no poo! do plasma quando comparada aos dados obtidos no

grupo infectado e sem tratamento (Sm).
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Figura 35. Dosagem da citocina IL-10 no plasma.
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Concentragdes da citocina IL-10, em pg/mL no pool do plasma dos animais de cada grupo experimental.
Os dados representam a média = EPM (n = 7-8). Nao houve diferenga estatisticamente significativa entre
os grupos analisados.

4.5 Avaliacio de anticorpos

4.5.1 Avalia¢ao de anticorpos IgG2a

Na figura 36 estdo as densidades opticas (DO — 450nm) de anticorpos IgGG2a no
pool do plasma dos animais dos grupos controle, infectado e sem tratamento (Sm),
infectado e tratado com a enzima HGPRT (Sm+HGPRT), infectado e tratado com a
enzima PNP (Sm+PNP) e infectado e tratado com o MIX de enzimas (Sm+MIX) no 55°
dia de infeccdo apos a sensibilizagdo da placa com a enzima recombinantes HGPRT de
S. mansoni. Observa-se que no grupo infectado e tratado com a enzima HGPRT e no
grupo infectado e tratado com o MIX de enzimas apresentaram aumento significativa na

producao de anticorpos IgGG2a quando comparados ao grupo infectado e sem tratamento.
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Figura 36. Detec¢do de anticorpos IgG2a apos a sensibilizacio pela enzima
recombinante HGPRT.
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Deteccdo de anticorpos IgG2a no pool do plasma dos animais em cada grupo experimental apds
sensibilizacdo da placa com 8pug/pogo com a enzima HGPRT. Os dados representam média +EPM de dois
experimentos independentes (n=7-8). O simbolo * (p<0,5) representa a diferenca obtida no resultado do
grupo infectado e tratado com o MIX de enzimas (Sm+MIX) quando comparado ao grupo infectado e
sem tratamento (Sm). O simbolo ** (p<0,01) representa a diferenca obtida no resultado do grupo
infectado e tratado com a HGPRT (Sm+HGPRT) quando comparado ao grupo infectado e sem tratamento
(Sm).

Na figura 37 estdao as densidades opticas (DO — 450nm) de anticorpos IgG2a no
pool do plasma dos animais dos grupos controle, infectado e sem tratamento (Sm),
infectado e tratado com a enzima HGPRT (Sm+HGPRT), infectado e tratado com a
enzima PNP (Sm+PNP) e infectado e tratado com o MIX de enzimas (Sm+MIX) no 55°
dia de infecg¢ao apods a sensibilizagdo da placa com a enzima recombinantes PNP de S.
mansoni. Observa-se que no grupo infectado e tratado com a enzima PNP houve
aumento significativo na produ¢do de anticorpos IgG2a quando comparados ao grupo
infectado e sem tratamento e ao grupo controle. O grupo infectado e tratado com o MIX
de enzimas mostrou uma diminui¢ao significativa quando comparado ao grupo

infectado e tratado com a PNP.
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Figura 37. Detec¢do de anticorpos IgG2a apos a sensibilizacio pela enzima
recombinante PNP.
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Deteccdo de anticorpos IgG2a no pool do plasma dos animais em cada grupo experimental apoés
sensibilizagdo da placa com 8ug/poco com a enzima PNP. Os dados representam média +EPM de dois
experimentos independentes (n=7-8). O simbolo *** (p<0,001) representa a diferenca obtida no resultado
do grupo infectado e tratado com a PNP (Sm+PNP) quando comparado ao grupo infectado e sem
tratamento (Sm). O simbolo °* (p<0,001) representa a diferenca obtida no resultado do grupo infectado e
tratado com a PNP (Sm+PNP) quando comparado ao controle. O simbolo ~* (p<0,001) representa a
diferenca obtida no resultado do grupo infectado e tratado com o MIX de enzimas (Sm+MIX) quando
comparado ao grupo infectado e tratado com a PNP (Sm+PNP).

Na figura 38 estdo as densidades opticas (DO — 450nm) de anticorpos IgGG2a no
pool do plasma dos animais dos grupos controle, infectado e sem tratamento (Sm),
infectado e tratado com a enzima HGPRT (Sm+HGPRT), infectado e tratado com a
enzima PNP (Sm+PNP) e infectado e tratado com o MIX de enzimas (Sm+MIX) no 55°
dia de infec¢do apos a sensibilizacdo da placa com o MIX de enzimas recombinantes de
S. mansoni. Observa-se que o grupo infectado e tratado com o MIX mostrou aumento
significativo na producao de anticorpos IgG2a quando comparado o resultado obtido

nos grupos controle e infectado e sem tratamento.
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Figura 38. Deteccio de anticorpos IgG2a apds a sensibilizacio pelo MIX de
enzimas recombinantes.
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Deteccdo de anticorpos IgG2a no pool do plasma dos animais em cada grupo experimental apoés
sensibilizagdo da placa com 8ug/pogo com o MIX de enzimas. Os dados representam média +EPM de
dois experimentos independentes (n=7-8). O simbolo *** (p<0,001) representa a diferenca obtida no
resultado do grupo infectado e tratado com o MIX (Sm+MIX) quando comparado ao grupo infectado e
sem tratamento (Sm). O simbolo **° (p<0,001) representa a diferenca obtida no resultado do grupo
infectado e tratado com o MIX (Sm+MIX) quando comparado ao controle.

Na figura 39 estdo as densidades opticas (DO — 450nm) de anticorpos IgGG2a no
pool do plasma dos animais dos grupos controle, infectado e sem tratamento (Sm),
infectado e tratado com a enzima HGPRT (Sm+HGPRT), infectado e tratado com a
enzima PNP (Sm+PNP) e infectado e tratado com o MIX de enzimas (Sm+MIX) no 55°
dia de infec¢do apo6s a sensibilizagdo da placa com proteinas totais de S. mansoni (PTS).
Observa-se que, embora nao haja diferenca significativa entre os grupos, os trés grupos
experimentais que foram infectados e tratados apresentaram menor quantidade de IgG2a

quando comparado aos grupos Controle e infectado e sem tratamento.
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Figura 39. Detec¢io de anticorpos IgG2a apos a sensibilizacio com PTS.
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Deteccdo de anticorpos IgG2a no pool do plasma dos animais em cada grupo experimental apoés
sensibilizagdo da placa com 8ug/pogo com PTS. Os dados representam média +EPM de dois
experimentos independentes (n=7-8). Nao houve diferenca significativa entre os grupos.

4.5.2 Avaliacao dos anticorpos IgE

Na figura 40 estdo as densidades oOpticas (DO — 450nm) de anticorpos IgE no
pool do plasma dos animais dos grupos controle, infectado e sem tratamento (Sm),
infectado ¢ tratado com a enzima HGPRT (Sm+HGPRT), infectado e tratado com a
enzima PNP (Sm+PNP) e infectado e tratado com o MIX de enzimas (Sm+MIX) no 55°
dia de infeccdo apos a sensibilizagcdo da placa com a enzima HGPRT. Embora ndo tenha
diferenca significativa entre os grupos, o grupo infectado e sem tratamento apresenta
um nimero menor de IgE quando comparado aos outros grupos. Os grupos infectados e
tratados com a HGPRT e com o MIX apresentam maior produ¢do de IgE uando
comparado ao grupo Sm, mas também apresenta uma quantidade menor de IgE quando

comparado ao grupo controle.
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Figura 40. Deteccio de anticorpos IgE apds a sensibilizacio pela enzima
recombinante HGPRT.
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Deteccdo de anticorpos IgE no poo/ do plasma dos animais em cada grupo experimental apds
sensibilizacdo da placa com 8ug/poco com a enzima HGPRT. Os dados representam média zEPM de dois
experimentos independentes (n=7-8). Nao houve diferenca significativa entre os grupos.

Na figura 41 estdo as densidades oOpticas (DO — 450nm) de anticorpos IgE no
pool do plasma dos animais dos grupos controle, infectado e sem tratamento (Sm),
infectado e tratado com a enzima HGPRT (Sm+HGPRT), infectado e tratado com a
enzima PNP (Sm+PNP) e infectado e tratado com o MIX de enzimas (Sm+MIX) no 55°
dia de infecgdo apos a sensibilizacdo da placa com a enzima PNP. O grupo infectado e
tratado com a PNP apresentou menor reducao na produgdo de IgE quando comparado
aos demais grupos e essa diferenca foi significativa quando comparado ao grupo
Controle. O grupo infectado e sem tratamento e o grupo infectado e tratado com o MIX

apresentaram menor producdo de IgE quando comparado ao grupo Controle.
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Figura 41. Deteccio de anticorpos IgE apds a sensibilizacio pela enzima
recombinante PNP.
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Deteccdo de anticorpos IgE no pool/ do plasma dos animais em cada grupo experimental apods
sensibilizagdo da placa com 8ug/poco com a enzima PNP. Os dados representam média +EPM de dois
experimentos independentes (n=7-8). O simbolo ° (p,0,5) representa a diferenga no resultado obtido no
grupo infectado e tratado com a enzima PNP (Sm+PNP) quando comparado ao resultado obtido no grupo
Controle.

Na figura 42 estao as densidades oOpticas (DO — 450nm) de anticorpos IgE no
pool do plasma dos animais dos grupos controle, infectado e sem tratamento (Sm),
infectado ¢ tratado com a enzima HGPRT (Sm+HGPRT), infectado e tratado com a
enzima PNP (Sm+PNP) e infectado e tratado com o MIX de enzimas (Sm+MIX) no 55°
dia de infecg@o apos a sensibilizagdo da placa com o MIX de enzimas. Observa-se que
ndo houve aumento significativo entre os grupos, somente um aumento discreto de

producao de IgE no grupo tratado com o MIX de enzimas.
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Figura 42. Deteccio de anticorpos IgE apos a sensibilizacdo pelo MIX de enzimas
recombinantes.
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Deteccdo de anticorpos IgE no pool/ do plasma dos animais em cada grupo experimental apods
sensibilizagdo da placa com 8ug/pogo com o MIX de enzimas. Os dados representam média +EPM de
dois experimentos independentes (n=7-8). Nao houve diferenca significativa entre os grupos.

Na figura 43 estdo as densidades oOpticas (DO — 450nm) de anticorpos IgE no
pool do plasma dos animais dos grupos controle, infectado e sem tratamento (Sm),
infectado e tratado com a enzima HGPRT (Sm+HGPRT), infectado e tratado com a
enzima PNP (Sm+PNP) e infectado e tratado com o MIX de enzimas (Sm+MIX) no 55°
dia de infec¢do apo6s a sensibilizagdo da placa com proteinas totais de S. mansoni (PTS).
E possivel notar que no grupo infectado e tratado com a PNP houve uma reducio
significativa na produgado de IgE quando comparado ao grupo infectado e tratado com a
HGPRT. Ja os grupos infectados e tratados com a HGPRT e com o MIX mostraram

aumento na producao de IgE quando comparado aos demais grupos.
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Figura 43. Detecc¢io de anticorpos IgE apos a sensibiliza¢do com PTS.
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Deteccdo de anticorpos IgE no pool/ do plasma dos animais em cada grupo experimental apods
sensibilizagdo da placa com 8ug/pogo com PTS. Os dados representam média +EPM de dois
experimentos independentes (n=7-8). O simbolo # representa a diferenca no resultado obtido no grupo
infectado e tratado com a PNP (Sm+PNP) quando comparado ao resultado obtido no grupo infectado e

tratado com a enzima HGPRT (Sm+HGPRT).

4.6 Avaliacao histologica do figado

As fotomicrografias de cortes de figado dos animais dos grupos Controle,
infectado e ndo tratado (Sm) e dos grupos infectados e tratados com as enzimas
recombinantes de S. mansoni HGPRT, PNP ¢ MIX (HGPRT+PNP) no 55° dia de
infeccdo, estdo mostradas nas Figuras 44, 45 e 46. Nas Figuras 44 e 45 os cortes de
figado dos animais foram corados com HE a fim de avaliar as células que compdem o
tecido e a observagdo dos granulomas. Na Figura 46 os cortes de figado dos animais
foram corados com Tricromico de Gomori, para avaliacao da deposi¢ao de colageno.

E possivel observar na Figura 44 que os animais do grupo controle — ndo
imunizado e ndo infectado - (Figura 44A) apresentam o tecido hepatico preservado e
sem a presenc¢a de granulomas ou ovos, € nos animais do grupo infectado e nao tratado
— Sm - (Figura 44B) e também dos grupos tratado com HGPRT, PNP e MIX (Figuras
44C, 44D e 44E), ha a formagao de granuloma periovular, com infiltrado celular misto e

fibrose dos vasos. No grupo infectado sem tratamento ha infiltrado inflamatoério misto
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com inflamacdo densa, infiltrados de linfocitos, macréfagos e células gigantes, ovos
vivos e larvas degeneradas. No grupo tratado com a HGPRT ha presenca de ovos mais
destruidos. No grupo tratado com a PNP ha mais presenca de granulomas e larvas muito
destruidas quando comparado ao grupo Sm+HGPRT. J& no grupo Sm+MIX os

granulomas estdo bem estruturados e os ovos e larvas bem preservados.

Figura 44. Fotomicrografias de cortes de figado no 55° dia apos a infec¢io - HE.

Analise morfologica de cortes histologicos de figado dos animais de cada grupo experimental: controle
(44A), infectado e nao tratado (44B), infectado e tratado com a HGPRT (44C), infectado e tratado com a
PNP (44D) ¢ infectado e tratado com o MIX (44E). Coloragdo: HE. Aumento 100X (200 pm) e 400X (50
pm).

Fonte: Arquivo pessoal

Ocorreu necrose (Figura 45) nos grupos infectados, sendo que no grupo
infectado e sem tratamento a necrose ¢ do tipo macrofilica (Figura 45B). J4 nos grupos
infectados e tratados com as enzimas recombinantes a necrose foi do tipo neutrofilica

que apresenta aspecto avermelhado (Figura 45C, D e E).
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Figura 45. Fotomicrografias de cortes de figado no 55° dia apés a infeccido
mostrando areas de necrose - HE.

Analise morfologica de cortes histologicos de figado dos animais de cada grupo experimental mostrando
areas de necrose: controle (45A), infectado e ndo tratado (45B), infectado e tratado com a HGPRT (45C),
infectado e tratado com a PNP (45D) e infectado e tratado com o MIX (45E). Coloracdo: HE. Aumento
100X (200 um) e 400X (50 pm).

Fonte: Arquivo pessoal.

Na Figura 46, devido a coloracdo com Tricromico de Gomori, ¢ possivel
observar o deposito de coldgeno portal minimo (em azul) no figado dos animais do
grupo controle — ndo infectado e nao tratado — (Figura 45A), e nos animais do grupo
infectado e ndo tratado (Figura 45B) e também dos grupos tratados com HGPRT, PNP e
MIX (Figuras 45C, 45D e 45E), observa-se a presenga de depodsito de coldgeno nas
areas granulomatosas periovulares, ao redor dos vasos e formacao de necrose. No grupo
infectado e sem tratamento (Sm) ha a presenca de granuloma cronico fibrosante. No
grupo tratado com a HGPRT ocorreu menos processo fibrosante. No grupo Sm+PNP ha

a presenca de granulomas fibrosados e processo fibrotico semelhante ao grupo infectado
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e sem tratamento. No grupo tratado com o MIX de enzimas os granulomas estdo

parcialmente destruidos (mais destruidos quando comparados ao grupo Sm+PNP).

Figura 46. Fotomicrografias de cortes de figado no 55 apés a infec¢io — Tricrémico
de Gomori.

Analise morfologica de cortes histologicos de figado dos animais de cada grupo experimental: controle
(46A), infectado e ndo tratado (46B), infectado e tratado com a HGPRT (46C), infectado e tratado com a
PNP (46D) e infectado e tratado com o MIX (46E). Coloragdo: Tricromico de Gomori. Aumento 100X
(200 um) e 400X (50 pm).

Fonte: Arquivo pessoal.

Na Figura 47 estdo representados o numero de granulomas encontrados nos
cortes histologicos de figado de dois animais de cada grupo experimental, Controle, Sm,
Sm+HGPRT, Sm+PNP e Sm+MIX no 55° dia de infeccdo. Embora ndo haja diferenca
significativa entre os grupos, houve uma redug¢do no numero de granulomas nos grupos
tratados HGPRT e MIX quando comparados ao grupo infectado e sem tratamento (Sm).
Ja no grupo tratado com a PNP ndo houve um aumento no nimero de granulomas

quando comparado ao grupo Sm.

86



Figura 47. Numero de granulomas no figado no 55° dia apds a infec¢ao.
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Numero de granulomas encontrados nos cortes histologicos de figado de cada grupo experimental. Os
dados representam a média + EPM de 2 experimentos independentes (n = 4). Nao houve diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos analisados.

Fonte: Elaborado pela autora.

Na tabela 6, estdo representadas as médias = EPM do numero de granulomas
encontrados nos cortes histologicos de figado dos animais de cada grupo experimental,
Controle, Sm, Sm+HGPRT, Sm+PNP ¢ Sm+MIX no 55° dia de infecgdo. E possivel
observar uma reducao de 42,10% no grupo tratado com a HGPRT quando comparado
ao grupo infectado e sem tratamento (Sm). No grupo tratado com o MIX de enzimas
houve uma reducdo menor de 3,15%. J& no grupo tratado com a PNP ndo houve reducdo

no numero de granulomas quando comparado ao grupo infectado e sem tratamento

(Sm).
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Tabela 6. Numero de granulomas no figado dos animais e porcentagem de reducio
do nimero de granulomas no 55° dia apos a infeccao.

Grupos experimentais Granulomas Reducio (%)

S 23.75 -
Sm+HGPRT 13.75 42,10
Sm+PNP 30 Nao houve
Sm+MIX 23 03,15

Os valores representam as médias = EPM de dois experimentos independentes.
Fonte: Elaborada pela autora

A figura 47 mostra o nimero de ovos encontrados nos cortes histologicos de
figado de dois animais de cada grupo experimental, Controle, Sm, Sm+HGPRT,
Sm+PNP e Sm+MIX no 55° dia de infecgdo. O tratamento com a enzima HGPRT
apresentou reducdo nao significativa no niimero de ovos quando comparado ao grupo
infectado e sem tratamento (Sm). O grupo tratado com a enzima PNP ndo apresentou
redu¢do no numero de ovos quando comparado ao grupo Sm. O tratamento com o MIX
de enzimas mostrou uma redu¢ao no numero de ovos quando comparado ao grupo Sm e

uma diferenca significativa quando comparado ao grupo tratado com a HGPRT.
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Figura 48. Numero de ovos no figado no 55° dia apds a infeccio.
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Numero de ovos encontrados nos cortes histologicos de figado de cada grupo experimental. Os dados
representam a média + EPM de 2 experimentos independentes (n = 4). O simbolo # (p>0.05) representa a
diferenca significativa entre o resultado obtido no grupo infectado e tratado com a enzima PNP
(Sm+PNP) quando comparado ao grupo infectado e tratado com a enzima HGPRT (Sm+HGPRT).

Fonte: Elaborado pela autora

Na tabela 7, estdo representadas as médias = EPM do numero de ovos
encontrados nos cortes histologicos de figado dos animais de cada grupo experimental,
Controle, Sm, Sm+*HGPRT, Sm+PNP ¢ Sm+MIX no 55° dia de infec¢do. Nota-se uma
redu¢do de 33.22% no numero de ovos no figado no grupo tratado com a HGPRT
quando comparado ao grupo infectado e sem tratamento. O grupo tratado com a enzima
PNO nao apresentou redugdo. O grupo tratado com o MIX de enzimas apresentou

redugdo de 25.94% no quando comparado ao grupo Sm.

Tabela 7. Numero de ovos no figado dos animais e porcentagem de reducio do
nimero de granulomas no 55° dia apdés a infecgao.

Grupos experimentais Ovos no figado

79

=
Sm+HGPRT 52.75 33.22

Sm+PNP 79.75 Nao houve
Sm+MIX 58.5 25.94

Os valores representam as médias + EPM de dois experimentos independentes.Fonte: Elaborada pela
autora

Reducao (%)
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5. DISCUSSAO

r

A esquistossomose ¢ uma doenca de grande importincia mundial, apresenta
abrangéncia continental, afeta milhares de pessoas e contribui para um
comprometimento socioecondmico nas regides tropicais e subtropicais do planeta.
Apesar do uso de medicamento, ndo ha indices que apontam para a diminui¢do da
doenca ha décadas. A esquistossomose continua avangando geograficamente e nao ha
vacinas € nem novos medicamentos disponiveis, nem mesmo medidas de controle como
acdo para controlar os hospedeiros intermedidrios e educagdo sanitdria. Sem contar a
sensibilidade diminuida ao PZQ, que estd no mercado hd 45 anos (BARBERATO,
1996; BERGQUIST, 1998; DINIZ, 2009).

O uso do PZQ nao ¢ capaz de reverter o processo fisiopatologico ja estabelecido
no organismo apds a infeccdo. Isso somado ao fato de ndo ocorrer o diagndstico
precoce, o que leva a morbidade, que ¢ o maior problema da doenca, pois a mortalidade
¢ baixa quando comparada a morbidade, o que compromete muitos anos da vida do
individuo (ROFATTO et al., 2011).

Outro agravante da esquistossomose se da pelo fato dos vermes evadirem ou
resistirem do sistema imune do hospedeiro, além de ndo induzirem uma forte
imunidade, o que poderia prevenir outras infecgdes. Como o0 verme consegue
permanecer no organismo, ocorre o agravamento da doenga para o estdgio cronico, o
que gera lesdes teciduais sérias e complicagdes patoldgicas relacionadas com a resposta
imune do hospedeiro contra o verme e principalmente contra os antigenos dos ovos que
sdo encontrados em diferentes tecidos, mas principalmente no figado dos individuos
infectados (DINIZ, 2009).

Os paises em desenvolvimento sdo os afetados pela esquistossomose e, portanto,
ndo hé interesse das industrias farmacéuticas e de biotecnologia em desenvolver novos
farmacos ou uma vacina para a erradicacao da esquistossomose. Assim, pesquisadores
do mundo todo, mas principalmente dos paises onde ocorre a doenga, sao os que mais
contribuem para novos conhecimentos para melhorar a saude da populacdo em risco
(ROFATTO etal., 2011).

As chances de uma vacina ser efetiva e 100% protetora ainda ¢ muito discutido,
principalmente em doencas onde os agentes infecciosos fazem ciclos de vida complexos
e tem mais de uma espécie de hospedeiro para completar seu ciclo. Além disso,

observa-se em modelos experimentais mecanismos complexos € pouco conhecidos para
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o desenvolvimento de plataformas que possam contribuir para a erradicacao da
esquistossomose (RIBEIRO DE JESUS et al., 2000; BERGQUIST, 2002). No entanto,
estratégias que possam ajudar no controle da gravidade da doenga e promover redugdo
na mortalidade podem ser consideradas como positivas no combate as doencas
tropicais.

Muitas hipoteses estdo em estudo para a busca de uma vacina contra a
esquistossomose, usando diversas proteinas do parasita. No entanto, a maioria dos
protocolos buscam imunizar os animais € posteriormente realizar o desafio para
verificar a cobertura e a prote¢do dessa imunidade induzida. Inclusive, depois da
insercdo do PZQ no mercado, diversos derivados do mesmo foram testados, contudo
nenhuma delas foi tdo eficaz quanto a droga recomentada (CIOLI et al, 2014). Mas, ao
analisar a esquistossomose, nota-se que a maioria dos individuos que sdo diagnosticados
estdo na fase mais avancada da doenca, onde os parasitas ja estdo adultos e apds o
acasalamento produzindo ovos (DINIZ, 2009). O impasse central da quimioterapia ¢ que
ela ndo ¢ capaz de prevenir a reinfec¢do, gerando a necessidade de repetir o tratamento,
principalmente em areas endémicas para a doenca (CIOLI et al, 2014). Por isso, nesse
estudo tivemos como objetivo mimetizar a realidade das areas endémicas e avaliar por
meio do tratamento os efeitos para o controle da esquistossomose mansonica murina,
usando enzimas do parasita como estimulantes de uma resposta imune especifica contra
a doenga.

O fato do S. mansoni usar apenas a Via de salvag¢do para obtencao de purinas
(DOVEY; MCKERROW; WANG, 1984), faz dessa via um alvo para investigagoes.
Além disso, ndo ha na literatura estudos utilizando as enzimas da Via de salvacdo de S.
mansoni para o tratamento contra a esquistossomose. O Ministério da Saude em 2012
autorizou testes clinicos com uma vacina contra a esquistossomose, porém, a eficiéncia
desta ainda ndo pode ser comprovada.

Os ovos de S. mansoni sdo os principais causadores da morbidade relacionada a
doenca (PEARCE; MACDONALD, 2002;) e ¢ o principal agente patogénico,
superando muito os efeitos nocivos produzidos diretamente pelos vermes adultos
(HAMS; AVIELLO; FALLON, 2013) e, portanto, uma vacina, tratamento ou terapia
que sejam capazes de reduzir o numero de ovos sdo fundamentais. Os resultados deste
estudo mostram que o uso das enzimas recombinantes de S. mansoni HGPRT, PNP e
MIX reduziu o numero de ovos nas fezes. O tratamento com a enzima PNP e com o

MIX parecem atuar na postura de ovos (Figura 21), sendo que o MIX aparenta ser mais
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efetivo nesse controle (Tabela 4). O tratamento com a enzimas sugere que a PNP ¢ uma
importante enzima para a produ¢do dos ovos em fémeas do S. mansoni (Figura 22).
Esses dados suportam a ideia de que principalmente a PNP tem um papel fundamental
na producao dos ovos, o que nao ocorre quando usamos a HGPRT sozinha, mas se ela
estiver com a PNP no MIX o efeito de comprometimento retorna (Tabelas 3 e 4). Essa
reducdo do numero de ovos ¢ importante considerado o tratamento com enzimas
intracelulares em comparagdo com trabalhos que imunizaram animais com proteinas
totais do tegumento de esquistossomulos, mostrando reducdo de 59% a 60% no nimero
de ovos nas fezes (MELO et al., 2010) e de 52% a 60% de reducdo no nimero de ovos
nas fezes em animais imunizados com uma proteina recombinante insolivel de
gastroderme de e de tegumento de vermes adultos (NAWARATAMA et al., 2015).

Reduzir o nimero de ovos ¢ fundamental, uma vez que auxilia na diminui¢ao da
transmissao da doenca e que a formacao dos granulomas se da, principalmente, pelas
respostas imunes contra os antigenos soliveis dos ovos (HELMY et al., 2009), podendo
levar a uma redu¢@o na morbidade.

Além da redugdo dos ovos durante a infeccdo com S. mansoni ¢ importante
analisar o perfil da resposta inflamatoria nesse modelo (GRYSEELS et al., 2006). A
inflamacdo da esquistossomose estd diretamente relacionada ao processo e agravamento
da fisiopatogénese da doengca (NEVES, 2005). Os dados deste estudo sugerem que o
tratamento com as enzimas recombinantes de S. mansoni HGPRT, PNP e¢ o MIX
podem ser capazes de modular indiretamente o perfil inflamatorio da esquistossomose
no modelo murino, e dessa forma contribuindo para reducdo de quadros mais graves e
diminuindo a mortalidade. Como o granuloma hepéatico e a fibrose hepatica periportal
sdo os eventos patoldgicos mais graves da esquistossomose (WARREN, 1972;
CARVALHO et al., 2008) a reducdo do niimero de ovos também ¢ fundamental para
controlar esse aspecto. Durante a oviposi¢ao, cerca de 60% dos ovos alcangam a luz
intestinal e o restante adere-se nos tecidos do figado (PRATA, 2007). A liberacao de
antigenos soluveis a partir dos ovos induz a mobilizagdo de macrofagos, eosinofilos,
linfécitos e plasmocitos (SOUZA et al., 2011). Portanto, investigar a postura dos ovos e
o numero de vermes adultos ¢ fator importante para que o controle do processo
inflamatorio seja um fator positivo para que a doenga ndo se agrave ou leve o individuo
a morte.

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude, uma vacina contra a

esquistossomose deve atingir uma reducdo de carga parasitaria igual ou superior a 40%
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(WILSON; COULSON, 2006). Portanto ¢ possivel afirmar que o tratamento com PNP
recombinante de S. mansoni favoreceu a diminuicdo da carga parasitaria, sendo
considerado um potencial alvo para desenvolvimento de um composto imunoterapico.

Os vermes S. mansoni apresentam acentuado dimorfismo sexual (REY, 2008) e,
consequentemente, a expressao das proteinas nos sexos ¢ diferente. De acordo com
Pereira et al., 2017 fémeas de S. mansoni apresentam uma expressdo preferencial de
APRT em gonadas de fémeas adultas e maduras. A enzima APRT (Figura 11) esta
presente na via de conversao de adenosina em nucleotideos em S. mansoni para purinas.
Essa enzima catalisa a reagdo de condensacdo entre adenina e PRPP (5’ fosforribosil-
pirosfofato) para produzir AMP e PPi. Experimentos cinéticos usando a proteina
heter6loga de uma isoforma de APRT de S. mansoni indicaram que esta enzima ¢
cataliticamente ativa. Outro estudo utilizando hibridizacao in situ indicaram que os
transcritos desta proteina estdo concentrados na regido posterior do ovario de fémeas
adultas (PEREIRA et al., 2017). Portanto, o estudo das enzimas envolvidas no
metabolismo de purinas de S. mansoni pode contribuir para modular a infeccido e
analisar a propor¢ao de casais, machos e fémeas recuperados pode ajudar nesse
compreendimento de diferentes formas que contribuam para a interrup¢do do ciclo de
vida do S. mansoni. O presente estudo mostra uma redugdo de machos e fémeas em
todos os tratamentos, sendo que sem nenhum tratamento o numero de fémeas ¢ maior
(figura 24). Portanto, o grupo tratado com a enzima PNP apresenta um menor niimero
de casais. Quanto mais casais, mais ovos, entao o tratamento com a PNP mostra menos
casais acasalados o que pode indicar um menor numero de ovos nas fezes. Essa andlise
¢ corroborada pelos dados mostrados nas figuras 21 e 22 e tabelas 3 e 4, onde podemos
sugerir que a PNP parece ser fundamental para estabilizagdo do acasalamento e
producao de ovos nesse modelo.

O processo inflamatorio ¢ um dos fatores que contribui para a morbidade
associado ao agravamento da forma cronica da esquistossomose (PEARCE;
MACDONALD, 2002). E ¢ importante determinar o perfil das células pela contagem de
leucoécitos totais, o que nos indica quais cé€lulas estao sendo mais produzidas e com isso
podemos entender o recrutamento dessas para os diferentes tecidos e como a inflamagao
¢ modulada. Os dados obtidos nesse estudam mostram que no LCP houve uma reduc¢do
de leucocitos totais nos grupos tratados com as enzimas recombinantes de S. mansoni
(HGPRT, PNP e MIX) (Figura 25), sendo que o MIX parece ser o principal nesse

controle, sugerindo aqui um sinergismo das duas enzimas nesse modelo de
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imunoterapia. J4 no sangue também houve redugdo dos leucdcitos totais nos grupos
experimentais (Figura 26) sendo que o grupo tratado com a PNP foi o que apresentou
maior redu¢do. Esses dados mostram que a infeccdo foi estabelecida nos camundongos
devido ao alto numero de leucécitos no LCP e no sangue e que o tratamento com as
enzimas recombinantes de S. mansoni parece modular o processo inflamatorio,
sugerindo aqui uma regulacdo dos fatores de estimulos que poderiam favorecer a saida
dessas células da medula 6ssea para o sangue.

Os eosinoéfilos sao células fundamentais no mecanismo que regula a inflamacgao
e a formacao de granulomas durante a esquistossomose (SILVEIRA-LEMOS, 2008). Os
eosinodfilos possuem granulos especificos e substancias farmacologicamente ativas e
agem na defesa contra helmintos parasitas e na modulacdo do processo inflamatorio.
Essas células sio menos numerosas que as outras em organismos saudaveis, cerca de 2 a
3 % das células totais do sangue. Os eosinofilos fagocitam e digerem complexos de
antigenos com anticorpos. Tanto nas parasitoses como em alergia ha o aumento no
nimero 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 o tratamento com as enzimas recombinantes de S.
mansoni favorece uma modulagdo negativa no recrutamento dos eosin6filos no sangue e
na cavidade peritoneal (Figuras 27 e 28), sendo que o tratamento com o MIX parece ser
mais regulador que os demais tratamentos para que ocorra a modulagdo negativa dessas
células, principalmente no sangue (Figura 27). E a PNP pode ser mais ativa que a
HGPRT no tratamento com o MIX, porque sozinha ela apresenta um papel mais
regulador do que a HGPRT sozinha (Figura 28).

Os neutrofilos sao células fagocitarias que estdo presentes na fase aguda da
doenga e diminuem na fase cronica (PEARCE; MACDONALD, 2002). Os dados deste
estudo mostram uma reduciao do nimero de neutréfilos tanto no sangue quando no LCP
(Figuras 29 e 30). No LCP o grupo tratado com MIX apresentou maior reducdo de
neutréfilos (Figura 29). No sangue o grupo tratado com a enzima PNP mostrou menor
quantidade de neutrofilos (Figura 30).

Os leucocitos mononucleares estao presentes na fase aguda da esquistossomose
e produzem altos niveis de mediadores pré-inflamatérios, como IL-1, IL-6 e TNF
(PEARCE; MACDONALD, 2002). Os dados obtidos nesse estudo mostram que a
contagem de leucdcitos mononucleados ¢ menor nos grupos tratados, o que leva a uma

redugdo desses mediadores pro-inflamatorios, o0 modula o recrutamento de macrofagos
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para os tecidos afetados. O tratamento com a PNP sugere que esta enzima ¢ importante
no recrutamento dessas células (Figuras 31 e 32), e poderia regular a formagdo dos
granulomas nos tecidos, principalmente no figado.

A citocina IFN-y ¢ pro-inflamatéria e tipica de resposta Thl (fase aguda)
(PEARCE; MACDONALD, 2002). Em agao conjunta com a citocina IL-12 ¢ capaz de
remediar as acdes causadas pela IL-13 que participa da formacdo de fibrose na fase
cronica da esquistossomose, participando da fibrdlise, pois inibe a multiplicacdo de
miofibroblastos e a sintese de proteinas que compde a matriz extracelular (PEARCE;
MACDONALD, 2002; TAMALI et al., 1995). O IFN-y parecem desenvolver fungao
importante de protecdo contra a fibrose em areas endémicas de esquistossomose
(BOOTH et al., 2004). Estudos controversos demonstram que o IFN-y, quando ndo
presente em modelos que usam camundongos, contribui para a redu¢ao do tamanho dos
granulomas nesses animais, sugerindo que essa citocina também ¢ capaz de contribuir
para a formacao do granuloma em outros modelos (WILSON et al, 2007). O tratamento
com a enzima HGPRT sugere uma produ¢ao maior de IFN-y, o que ndo ocorre quando a
PNP esté sozinha e nem no MIX (Figura 33).

A citocina IL-4 ¢ importante para dar inicio o tipo de resposta Th2, muito
importante na esquistossomose (PEARCE; MACDONALD, 2002) e sabe-se que IL-4 ¢
fundamental para a mudanga de classe de anticorpos para IgE (MEYER et al., 2015). Se
houver uma deplecdo dessa resposta e, consequentemente da IL-4, pode ocorrer, devido
a acio pro-inflamatoria Th1, danos teciduais e até a morte do paciente. E, portanto, uma
resposta que pode agir a favor do paciente, protegendo-o, minimizando os danos
causados pelo parasita (COLLEY;SECOR, 2014; SILVEIRA-LEMOS, 2008). A 1L-4
também ¢ responsavel pela formacao da fibrose, pois ativa os fibroblastos a produzirem
colageno (PEARCE; MACDONALD, 2002). Os dados obtidos nesse estudo sugerem
que a enzima HGPRT sozinha age na producdo dessa citocina (Figura 34). Esses dados
também sugerem que houve uma modula¢do maior para a resposta Th2 no grupo tratado
com a HGPRT, levando a um menor nimero de granulomas no tecido hepatico (Figura
46).

A citocina IL-10 ¢ regulatéria e participa na modulagdo e regulagao das
Th1/Th2. No inicio da fase cronica a resposta Th2 ¢ importante, mas com o passar do
tempo deve ser modulada para evitar o agravamento da doenca (fibrose hepatica).
Baixas concentragoes de IL-10 podem estar associadas a formacdo da fibrose na

esquistossomose, por deficiéncia da modulacio PEARCE; MACDONALD, 2002;
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SILVEIRA-LEMOS, 2008). A IL-10, juntamente com macrofagos ativados de maneira
alternativa, correspondem a um feedback regulatorio da resposta Th2 o que pode limitar
a inflamacao granulomatosa (COLLEY, SECOR, 2014). Nossos dados obtidos mostram
que o tratamento utilizando as enzimas HGPRT e MIX apresentaram um aumento muito
discreto nas concentracdes dessa citocina quando comparado ao grupo controle (Figura
35). Ja no grupo tratado com a PNP (Sm+PNP) houve uma redugdo discreta nas
concentragdes de IL-10 (Figura 35). Como a IL-10 é uma enzima regulatéria seus niveis
devem se manter em equilibrio a fim de evitar o agravamento da doenca, prolongando a
resposta Th2. O balango entre as respostas Th1 e Th2 ¢ muito importante, uma vez que
o predominio de um tipo de resposta pode levar o paciente a morte (COUPER;
BLOUNT; RILEY, 2008). A homeostase imunolédgica ¢ fundamental para estabelecer o
equilibrio entre as respostas o que pode garantir a sobrevivéncia do hospedeiro. Essa
homeostase ¢ garantida pelos linfécitos TCD4+ (BELKAID; ROUSE, 2005) junto com
seus mediadores e fatores de regulagdo.

A resposta imunoldgica humoral e celular sdo importantes para o controle da
esquistossomose (RIBEIRO DE JESUS et al., 2000). Os dados obtidos nesse estudo
mostram que aumento houve maior produgdo de anticorpo IgG2a com o tratamento com
as enzimas recombinantes de S. mansoni (Figuras 36, 37 e 38). Esses dados sugerem
que as enzimas HGPRT e PNP podem ser imunogénicas, gerando uma resposta
especifica contra a infec¢do por S. mansoni. Ademais, o plasma dos animais tratados
com as enzimas foi capaz de reconhecer as proteinas totais de S. mansoni (Figura 39) o
que significa que os anticorpos produzidos nos grupos infectados e tratados com as
enzimas recombinantes de S. mansoni sdo capazes de ligar-se aos antigenos dos vermes
adultos.

A interleucinas IFN-y, presente na resposta Thl ¢ responsavel por aumentar a
producdo de IgG2a. Os dados desse estudo ndo mostraram diferenca na producao dessa
citocina entre os grupos, mas mostrou aumento de IgG2a nos grupos tratados (Figuras
36-39).

Um estudo mostrou que ha uma relacao entre a producao de anticorpos IgE com
resisténcia adquirida em pacientes em regides endémicas (GRYSEELS et al., 2006). Os
dados do atual trabalho mostram que niveis ndo tdo elevados de IgE foram produzidos
nos grupos infectados e tratados com as enzimas recombinantes de S. mansoni (Figuras
40, 41 e 42). Além disso, o plasma desses animais reconheceu as proteinas totais de S.

mansoni (PTS), como pode ser visto na figura 43, o que garante que os anticorpos IgE
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sdo capazes de ligar-se aos antigenos dos vermes adultos. Anticorpos IgE sdo capazes
de ativar mastocitos e basofilos na pele e no sangue, respectivamente, gerando uma
hipersensibilidade imediata (CAPRON; CAPRON, 1994). Além disso, estudos mostram
que a producao dessa classe de anticorpo esta associada a reducao da carga parasitaria e
diminui¢ao da fecundidade dos vermes adultos em diferentes modelos (CAPRON;
CAPRON, 1994).

Durante a fase cronica da esquistossomose os ovos ficam retidos nos tecidos e ha
uma forte localizacdo dos vermes adultos. Esses ovos geram a reagdo granulomatosa,
secretando enzimas proteoliticas que recrutam eosinofilos, linfécitos, plasmocitos e
macrofagos (GRYSEELS et al., 2006). O figado ¢ o 6rgdo mais afetado por esse
processo, pois 0s ovos sdo carregados pela rede sanguinea e ficam presos nos sinusoides
hepaticos, provocando fibrose. Como consequéncia hd hipertensao portal, varizes
gastrointestinais circulacdo colateral, ascite, hepatomegalia. Esse quadro caracteriza a
fibrose hepatica com deposicdo de colageno (GRYSEELS et al.,, 2006; PEARCE;
MACDONALD, 2002). Os dados obtidos nesse estudo mostram que o tratamento com
as enzimas recombinantes de S. mansoni alteram a fisiopatogénese do figado (Figuras
44, 45 e 46). A enzima HGPRT e o MIX parecem agir na formagdo dos granulomas e
do numero de ovos no figado (tabelas 5 ¢ 6).

O uso de enzimas recombinantes de S. mansoni no tratamento contra a
esquistossomose experimental apresentada nesse estudo parece ter contribuido para a
melhora do quadro infeccioso e promovido diminui¢do da patogenicidade doenga,
mostrando propriedades antiparasitarias e atuando no controle da doenca. O combate a
esquistossomose ndao se deve somente a busca por novos farmacos, antigenos ou
vacinas, mas principalmente a medidas de controle que possam diminuir

significativamente a manuten¢ao de areas endémicas ao redor do mundo.
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6. CONCLUSOES

O wuso das enzimas recombinantes de S. mansoni Hipoxantina-Guanina
Fosforibosiltransferase (HGPRT) e Purina Nucleosideo Fosforilase (PNP) e o MIX das
duas enzimas no tratamento da esquistossomose experimental parece contribuir para o
controle da esquistossomose, auxiliando na modulag@o da carga parasitaria e na resposta

imunologica do hospedeiro, reduzindo a fisiopatologia da doenga, uma vez que:

e A enzima PNP e o MIX reduziram o numero de ovos nas fezes contribuindo

para a diminuicao da morbidade e transmissao da doenca;

e A enzima PNP reduziu significativamente o nimero de vermes adultos maduros
no figado e mesentério intestinal, o que contribui para a diminui¢do da
transmissdo da parasitose pela possibilidade de eliminacdo de ovos inviaveis ao

meio ambiente;

e A enzima PNP e o MIX de enzimas foi capaz de modular negativamente o
numero de eosinofilos, o que ¢ fundamental para a diminuicdo do processo
inflamatorio da doenca, principalmente durante a formag¢do do granuloma no

figado;

e A enzima PNP foi capaz de estimula a produ¢do dos niveis de IgE e IgG2a,

anticorpos fundamentais para o controle da doenga;

e A enzima HGPRT induziu um aumento discreto nas concentragdes das citocinas
IL-4 e IL-10, sugerindo que essas enzimas modulam a secre¢do dessas citocinas

nesse modelo experimental de uma forma ainda ndo compreendida;
e A enzima HGPRT reduziu o nimero de granulomas no figado, contribuindo de

modo importante e significativo com a morbidade associada a fase cronica da

esquistossomose.
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