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RESUMO

ROFATTO, H. K. Caracterizagdo molecular das nucleotideo pirofosfatases/
fosfodiesterases de Schistosoma mansoni e investigacdo como antigenos vacinais. 2013.
247 f. Tese (Doutorado em Biotecnologia) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade
de S&o Paulo, Séo Paulo, 2013.

A esquistossomose é uma doenca com particularidades como a endemicidade, a transmisséo,
a patologia, a morbidade e a cronicidade, as quais devem ser consideradas no planejamento e
na implementacdo de politicas que almejam a erradicacdo desse problema de salde publica
mundial. Como a quimioterapia ndo atua sobre todos esses fatores, o desenvolvimento de uma
vacina auxiliaria na eliminacéo dessa doencga. Neste trabalho foi caracterizada a familia das
nucleotideo pirofosfatases/ fosfodiesterases (NPP) de S. mansoni, visando sua avaliagdo como
antigenos vacinais. As enzimas desta familia sdo associadas a membrana, hidrolisam ligacdes
pirofosfato e ligacGes fosfodiester e sdo relacionadas a diversos processos biolégicos como
agregacdo plaquetaria e modulacdo da sinalizacdo purinérgica e da resposta imune. O S.
mansoni possui quatro proteinas distintas pertencentes a esta familia (SmMNPP-5a, SmMNPP-5b,
SMNPP-5¢c e SmMNPP-6), sendo que para duas delas verificamos maior expresséo génica nos
estagios do parasita que infectam o homem. Os genes foram clonados a partir do mMRNA de
vermes adultos e as proteinas foram expressas de modo heter6logo em E. coli e purificadas
por cromatografia de afinidade. As proteinas foram utilizadas para producdo de anticorpos
policlonais, porém apenas 0s anticorpos anti-SmNPP-5a apresentaram especificidade para a
proteina nativa. Foi demonstrado que a SmNPP-5a é uma glicoproteina, cuja expressao
aumenta ap06s a infeccdo do homem e que estd associada as membranas do tegumento dos
vermes adultos do parasita. Também se verificou que os anticorpos anti-SmNPP-5a eram
capazes de inibir parcialmente a atividade da enzima em parasitas vivos. Assim avaliamos a
SmNPP-5a como antigeno vacinal juntamente com uma apirase (SmMATPDase) e a fosfatase
alcalina (SmAP), outras duas nucleotidases envolvidas no metabolismo de nucleotideos e
presentes no tegumento de parasitas adultos. Ambas as proteinas, SMNPP-5 e a SmMNTDPase,
apresentaram menor imunogenicidade que a SmAP. A SmNPP-5 induziu uma resposta imune
celular, porém neutralizada por uma resposta regulatéria; enquanto a SmMNTDPase induziu
uma resposta imune humoral, predominantemente Th2. A SmAP foi a proteina mais
imunogénica das trés estudadas, induzindo maior expressdo de TNF-a e de IL-17 e alto niveis
de 1gG, especialmente IgGl. Porém sO verificamos a reducdo da carga parasitaria em
camundongos imunizados com a SmAP, apenas quando 0s animais também receberam
tratamento com doses subcurativas de praziquantel. N&o foi observado nenhum efeito protetor
devido a imunizagdo com a SmNPP-5a ou com a SmATPDase, associadas ou ndo com a
quimioterapia subcurativa.

Palavras-chave: Schistosoma mansoni. Vacina. Tegumento. Nucleotideo pirofosfatase/
fosfodiesterase. Fosfatase alcalina. Apirase. Praziquantel.



ABSTRACT

ROFATTO, H. K. Molecular characterization of nucleotide pyrophosphatases/
phosphodiesterases of Schistosoma mansoni and their investigation as vaccine antigens.
2013. 247 p. Ph. D. thesis (Biotechnology) - Instituto de Ciéncias Biomedicas, Universidade
de Séo Paulo, S&o Paulo, 2013.

Schistosomiasis is a disease with features such as endemicity, transmission, pathology,
morbidity and chronicity, which should be considered in the planning and implementation of
policies that aim to eradicate this worldwide public health problem. As chemotherapy does
not act on all these factors, the development of a vaccine would be helpful to eliminate this
disease. Herein the family of nucleotide pyrophosphatases/ phosphodiesterases (NPP) from S.
mansoni was characterized and their potential as vaccine antigens was evaluated. Enzymes of
this family are membrane associated and hydrolyze pyrophosphate and phosphodiester bonds;
they are associated with several biological processes such as platelet aggregation and
modulation of purinergic signaling and immune responses. S. mansoni has four distinct
proteins belonging to this family (SmNPP-5a, SmNPP-5b, SmNPP-5¢ and SmNPP-6),
whereas two of them present higher gene expression in stages of parasites that infect humans.
The genes were cloned from adult worms mRNA and the proteins were expressed in E. coli
and purified by affinity chromatography. The proteins were used for polyclonal antibody
production, although only the anti-SmNPP-5a showed specificity for the native protein. It was
shown that SmMNPP-5a is a glycoprotein whose expression increases after infection of humans
and it is associated with the tegument membranes of adult worms. It was also found that anti-
SMmNPP-5a antibodies were able to partially inhibit the activity of the enzyme in live
parasites. Thus we evaluated SmNPP-5a as vaccine antigen together with an apyrase
(SmATPDase) and alkaline phosphatase (SmAP), two other nucleotidases involved in
nucleotide metabolism and present in the tegument of adult parasites. Both proteins,
SMNTDPase and SmNPP-5 were less immunogenic than SmAP. The SmNPP-5a induced a
cellular immune response counterbalanced by an immunoregulatory response; while
SMNTDPase induced a predominantly Th2 humoral immune response. SmAP is the most
immunogenic protein of the three studied, inducing increased expression of TNF-o and IL-17
and high levels of 1gG, especially 1gG1. However, we only verified the reduction of parasite
burden in mice immunized with SmAP, when the animals also received a subcurative
treatment with praziquantel. We did not observe a protective effect due to immunization with
SmNPP-5a or with SmMATPDase, associated or not with subcurative chemotherapy.

Keywords: Schistosoma mansoni. Vaccine. Tegument. Nucleotide pyrophosphatase/
phosphodiesterase. Alkaline phosphatase. Apyrase. Praziquantel.



1 INTRODUCAO

1.1 Esquistossomose

A esquistossomose é a doenca helmintica mais grave no mundo devido aos seus
indices de morbidade e mortalidade. Essa doenca é um problema de satde publica mundial,
pois € endémica em 74 paises, afetando mais de 200 milhdes de pessoas, principalmente
individuos de baixas condicdes socioecondmicas, na Africa, Oriente Médio, Sudeste Asiatico
e América do Sul (Figura 1). Além das pessoas infectadas, estima-se que aproximadamente
800 milhdes de pessoas vivam em areas com alto risco de infeccdo (BERGQUIST, 2002;
KING; DICKMAN; TISCH, 2005; ROSS et al., 2002; STEINMANN et al., 2006). No
entanto, as areas endémicas tém aumentado nos paises em desenvolvimento, devido a criacdo
de novos habitats para o caramujo, através de projetos de irrigacdo e construgbes de
barragens, e se tornado mais povoadas por causa do crescimento e da migracdo populacional
(AL-SHERBINY et al., 2003).

Figura 1 — Distribuicdo global da esquistossomose e seus principais agentes etiolégicos.
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Fonte: (GRYSEELS et al., 2006).

Aproximadamente 10% dos individuos infectados apresentam sintomatologia severa
da doenca, sendo que ela é responsavel por 200.000 mortes por ano no mundo (BERGQUIST,



2002). Porém, é consenso entre especialistas que a mortalidade causada por esta doenca seja
uma parcela pequena do problema, quando comparada aos anos de vida perdidos devido a
incapacidade que ela causa (BERGQUIST, 2002). Principalmente se considerarmos que a
doenca atinge uma grande parcela de criancas abaixo dos 14 anos de idade, causando anemia
e prejuizo no desenvolvimento cognitivo e fisico, e por ser pouco reconhecida nos estagios
iniciais, incapacita os individuos na fase mais produtiva de suas vidas (ENGELS et al., 2002).
Avalia-se que o indice de DALY (“Disability-Adjusted Life Years”) para a esquistossomose
seja de 1,76 milhdes. O DALY é uma medida desenvolvida pela Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) para quantificar o impacto global de uma doenca sobre a satude da populagéo.
Este indice combina em um (nico pardmetro os anos de vida perdidos por uma morte
prematura e os anos de vida vividos com incapacidade, ou seja, um DALY pode ser
considerado como um ano de vida saudavel perdido (MICHAUD; GORDON; REICH, 2003).
Esse quadro fez com que a esquistossomose fosse selecionada pelo Programa Especial de
Treinamento em Doencas Tropicais, da Organizacdo das Nac¢bes Unidas, Banco Mundial e
OMS como uma das dez doencas tropicais mais importantes para controle (MOREL, 2000).

A esquistossomose é causada por trematddeos hematdfagos do género Schistosoma.
As principais espécies patogénicas para o ser humano sdo: S. mansoni, S. japonicum e S.
haematobium (Figura 1). No Brasil, ela é causada exclusivamente pelo S. mansoni, afetando
mais de seis milhGes de individuos, em especial nas regides Nordeste, principalmente no
estado da Bahia e na regido litoranea, e Sudeste, a maior parte em Minas Gerais (Figura 2;
AMARAL et al., 2006). No estado de Sdo Paulo, foram notificados mais de duzentos mil
casos nos ultimos dez anos, sendo que apenas 10% desse total foram classificados como
autoctones (Divisao de Orientacdo Técnica — SUCEN, 2002).



Figura 2 — Prevaléncia da esquistossomose no Brasil.
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Fonte: (AMARAL et al., 2006).

O S. mansoni apresenta um ciclo de vida complexo compreendendo uma fase
assexuada de diferenciacdo e multiplicacdo por pedogénese no caramujo hospedeiro do
género Biomphalaria e uma fase de reproducdo sexuada e oviposicdo no hospedeiro
definitivo, o homem. O ciclo de vida envolve também dois estagios larvais infectantes, o
miracidio e a cercaria, que sao importantes na transferéncia bem-sucedida do parasita de um
hospedeiro para o outro (REY, 2001). Os vermes adultos residem nos vasos mesentéricos do
ser humano onde realizam a oviposicdo. Cada fémea produz cerca de 400 ovos por dia, 0s
guais podem atingir a luz intestinal e serem excretados com as fezes. Uma vez na agua, 0s
miracidios eclodem e infectam o hospedeiro intermediario, o caramujo. No caramujo, cada

miracidio se diferencia em esporocistos que originardo uma populacdo clonal de cercérias.



Apos serem liberadas na agua, as cercérias infectam o homem penetrando na sua pele.
Enquanto a cercéria atravessa as camadas da pele, se diferencia em esquistossdmulo, os quais
penetram nos vasos, atingindo a corrente sanguinea. Na corrente sanguinea, 0S
esquistossdmulos migram para o pulméo e posteriormente para o sistema porta-hepatico, onde
eles amadurecem e se diferenciam em vermes adultos machos e fémeas. Apds o
amadurecimento sexual, os vermes adultos formam casais, migram para 0S Vvasos
mesentéricos e comegcam a produzir os ovos, reiniciando o ciclo (Figura 3; KING, 2009;
KING, 2001; MOUNTFORD; HARROP, 1998; RIBEIRO-DOS-SANTOS; VERJOVSKI-
ALMEIDA; LEITE, 2006)

Figura 3 — Ciclo de vida do Schistosoma mansoni.
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Fonte: (adaptado de GRYSEELS et al., 2006).

A patologia da esquistossomose mansdnica é decorrente da resposta inflamatoria

granulomatosa do hospedeiro induzida pelos ovos que ndo sdo eliminados com as fezes,



normalmente alojados no figado e intestino. Posteriormente, essa resposta inflamatdria evolui
para fibrose e calcificacdo dos tecidos. A gravidade da doenga esta relacionada com a notavel
fecundidade do parasita associada a infec¢do duradoura, acarretando na deposicdo de milhdes
de ovos na mucosa e nos tecidos (CAPRON; CAPRON; RIVEAU, 2002).

Na fase aguda da doenca, a reagdo inflamatoria é exacerbada e o granuloma apresenta
dimensdo superior a 100 vezes o volume do ovo, sendo a sintomatologia variada, desde
individuos assintomaticos, até os que apresentam febre, mal-estar, tosse, dores musculares,
qguadro de hepatite aguda, enterocolite aguda e hepatoesplenomegalia discreta. Na fase
cronica, a resposta inflamatoria é regulada e o granuloma apresenta dimensdes bem menores,
porém os granulomas hepéticos bloqueiam o sistema porta-hepatico levando ao
desenvolvimento da circulacdo colateral do plexo venoso mesentérico e de hipertensao portal.
Em infestacbes severas, o acUmulo dos granulomas hepaticos e sua fibrose continua,
associada a pressdo portal elevada, resultam no desenvolvimento de hepatoesplenomegalia.
Esse quadro pode evoluir para ascite com o desenvolvimento de varizes esofagicas, as quais
podem romper desencadeando hemorragias. Apesar da imensa maioria dos ovos ficarem
retidos no sistema venoso portal, alguns podem ser levados pela corrente sanguinea, causando
lesbes ectopicas em diversos 6rgdos, como pulmdo, miocardio e sistema nervoso central
(BOROS, 1989; CAPRON; CAPRON; RIVEAU, 2002; KING, 2001; REY, 2001).

O tratamento padrdo da esquistossomose é a quimioterapia com o prazigquantel, cujo
desenvolvimento e a reducdo de seu custo de producdo foram determinantes para a
diminuicdo significativa da morbidade em areas endémicas (BERGQUIST, 2002; RIBEIRO-
DOS-SANTOS; VERJOVSKI-ALMEIDA; LEITE, 2006). Entretanto, a quimioterapia nao €
eficaz contra os parasitas jovens e também ndo previne a reinfeccdo, comum em areas
endémicas, resultando na necessidade de sucessivos tratamentos, tornando esse método
terapéutico dispendioso e pouco eficiente na erradicacdo da doenca, além de evidenciar a
necessidade de uma abordagem mais duradoura (BERGQUIST; COLLEY, 1998). Outra
desvantagem dessa abordagem terapéutica € que ela ndo reverte o quadro patologico,
portanto, a quimioterapia elimina o parasita, mas ndo cura 0 paciente, apenas evita uma
progressao do seu quadro clinico. Esse fator é agravado, pois a manifestacdo da
esquistossomose antes da hepatoesplenomegalia tornar-se aparente € negligenciada ou
indeterminada (WILSON; COULSON, 1999). Por ultimo, deve-se ressaltar que o tratamento
em massa e por um periodo indefinido das regides endémicas aumenta o risco da selecdo de
parasitas resistentes a droga, ja tendo sido reportados baixos indices de cura no Egito e
Senegal (FALLON et al., 1995; ISMAIL et al., 1999).
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Assim, diante da ineficicia da quimioterapia sob o aspecto da salde publica, das
dificuldades politicas e da falta de recursos para investimento em salde e em medidas de
saneamento basico nos paises em desenvolvimento, a estratégia mais eficiente e de menor
custo para prevenir doencas severas e mortes seria vacinar os individuos susceptiveis a
infeccdo (HOTA-MITCHELL et al., 1999; KATZ, 1999).

1.2 Fundamentos para uma vacina

Uma vacina eficaz contra a esquistossomose preveniria o desenvolvimento e a
evolucdo da patologia, haja vista que os parasitas seriam eliminados antes de iniciarem a
oviposicao. A vacinacdo também acabaria com o circulo vicioso de sucessivas infecgdes, uma
vez que interromperia o ciclo de vida do parasita. Modelos matematicos demonstraram que a
vacina ndo precisaria apresentar imunidade esterilizante e que uma reducdo de pelo menos
40% na carga parasitaria reduziria a morbidade e as taxas de transmissao significativamente
(CHAN; BUNDY, 1997). Desse modo, o combate & doenca visando sua erradicacdo seria
feita com abordagens complementares: a quimioterapia seria responsavel pela reducdo da
carga parasitaria em curto prazo, enquanto a imunizacao proveria protecdo a populacdo em
longo prazo (BERGQUIST, 1998; BERGQUIST; COLLEY, 1998).

A plausibilidade do desenvolvimento de uma vacina eficaz contra a esquistossomose
esta baseada principalmente na imunizacdo de modelos experimentais, tanto roedores quanto
primatas, com cercarias atenuadas por irradiacdo. Nestes experimentos verificou-se que a
imunizacdo com cercérias irradiadas foi capaz de induzir até 80% de protecdo contra uma
infeccdo subsequente (COULSON, 1997; HEWITSON; HAMBLIN; MOUNTFORD, 2005).
Também ja& foi demonstrada protecdo parcial pela imunizacdo com extrato antigénico de
diferentes estagios do ciclo de vida do parasita (JAMES, 1986; SMITH; CLEGG, 1985;
SMITHERS et al., 1989). Porém, uma vacina para uso em seres humanos baseada em
cercarias irradiadas e/ou extratos antigénicos do parasita apresentaria problemas, devido a
evidéncia de que seu uso levaria a um nivel significativo de efeitos colaterais e reacoes
alérgicas associadas a mesma. Além da dificuldade para producdo de quantidades suficientes
de cercarias e antigenos em escala comercial (HAGAN; SHARAF, 2003).

Os diversos relatos de pessoas que vivem em areas endémicas e sdo naturalmente
refratarias a infeccdo e outras que desenvolvem resisténcia a reinfec¢do ap0os a quimioterapia
também contribuem para fundamentar o desenvolvimento de uma vacina (BUTTERWORTH
et al., 1985; CORREA-OLIVEIRA; CALDAS; GAZZINELLI, 2000; DESSEIN et al., 1988;
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HAGAN et al., 1991; WILKINS et al., 1987). Assim como os modelos de autocura de Rattus
norvergicus e Macaca mulata, nos quais o parasita é eliminado pelo sistema imune do
hospedeiro. A capacidade de R. norvergicus em eliminar os parasitas foi associada aos
elevados niveis de IgE, induzindo a ativacdo e degranulacdo de mastocitos. Enquanto na M.
mulata, altos niveis de IgG por um periodo prolongado foram considerados primordiais para
inibir o metabolismo dos parasitas, levando-os a inani¢do e morte (WILSON; COULSON,
2009; WILSON et al.,, 2008). Ha de se considerar ainda as vacinas recombinantes
antiparasitarias de uso veterinario que estdo sendo desenvolvidas com sucesso, como as
vacinas contra Taenia ovis e Echinococcus granulosis (DALTON; MULCAHY, 2001); e
recentemente foi divulgado o inicio dos testes de avaliacdo vacinal da proteina Sm14 de S.
mansoni contra a fasciolose em ovinos (TENDLER; SIMPSON, 2008).

O desenvolvimento de uma vacina contra a esquistossomose é um dificil desafio em
funcdo da complexidade do ciclo de vida do parasita, no qual o homem interage com quatro
estagios diferentes de desenvolvimento do S. mansoni (cercérias, esquistossdbmulos, vermes
adultos e ovos), desenvolvendo respostas imunes diversas e ineficazes (DUPRE et al., 2001).
Por isso o principal desafio no desenvolvimento de uma vacina contra esquistossomose é a
identificacdo de antigenos que estimulem no individuo uma resposta imune apropriada,
acarretando na resisténcia contra a infeccdo (YANG et al., 2000). Assim, para avaliar diversos
antigenos como candidatos vacinais contra esquistossomose, a OMS em 1995 estabeleceu o
desenvolvimento de uma vacina contra a esquistossomose, como uma meta prioritaria e
organizou testes independentes. Foram avaliados seis antigenos de S. mansoni, reflexo dos
avancos na area de biologia molecular a partir dos anos 80: uma proteina homéloga a miosina
com 63 kDa, uma paramiosina de 97 kDa, uma triose-fosfato-isomerase de 28 kDa, uma
proteina integral de membrana com 23 kDa (Sm23), uma proteina ligante de acidos graxos
com 14 kDa (Sm14) e uma glutationa-S-transferase com 28 kDa (Sm28GST). Os resultados
destes testes nunca se tornaram publicos, mas a OMS divulgou em nota oficial que nenhum
dos antigenos atingiu o objetivo, que era induzir uma reducdo da carga parasitaria igual ou
superior a 40% (WILSON; COULSON, 2006). Uma proteina ortéloga a Sm28GST, porém
proveniente de S. haematobium (Sh28GST), atualmente esta sendo avaliada em ensaios
clinicos de fase 11, devido a sua acdo antifecundidade, apesar dos resultados dos testes de fase
I nunca terem sido reportados (CAPRON et al., 2001).

Apesar dos resultados controversos desses ensaios, diversos autores defendem a
continuidade dos estudos para selecdo de novos antigenos vacinais, pois as moléculas

selecionadas pela OMS nédo foram identificadas como secretadas ou expostas na superficie do
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parasita, com exce¢do da Sm23, e atualmente acredita-se que para os antigenos induzirem
uma resposta imune protetora eles devem participar da interacdo parasita-hospedeiro e estar
acessiveis aos mecanismos efetores da resposta imune (BERGQUIST, 1998; DOENHOFF,
1998; WILSON; COULSON, 2006).

1.3 Transcriptoma, genoma, vacinologia reversa e proteoma

Em 2003, foi publicado o transcriptoma de S. mansoni, aumentando significativamente
as informacgOes sobre sua expressdo génica. Foram geradas 163 mil sequéncias expressas
marcadas (EST) de seis estdgios do ciclo de vida do parasita (vermes adultos, ovos,
miracidios, esporocistos, cercarias e esquistossdmulos), que possibilitaram sequenciar
fragmentos de 92% dos 14.000 genes expressos preditos. Analisando esses dados, verificou-se
que 77% representavam novos fragmentos génicos do parasita, sendo que 1% deles era de
novos paralogos, 20% de novos ortdlogos e 55% dos genes codificam para proteinas sem
fungéo conhecida (VERJOVSKI-ALMEIDA et al., 2003). Esses novos dados criaram a
oportunidade de identificar potenciais candidatos vacinais e alvos para drogas
esquistossomicidas (MCMANUS et al., 2004; VERJOVSKI-ALMEIDA et al., 2004).

O genoma do parasita foi sequenciado em 2009, complementando e expandindo as
informagdes disponibilizadas pelo transcriptoma. O genoma do S. mansoni possui 363
milhdes de bases dispostas em oito pares de cromossomos, sete pares autossomicos e um par
de cromossomos sexuais. O sexo é determinado no zigoto por um mecanismo cromossomal,
sendo a fémea heterogamética (ZW) e o macho, homogamético (ZZ). Foram identificados
11.809 genes, cujo tamanho médio ¢ 4,7 kilobases com grandes introns e éxons pequenos. O
estudo revelou o déficit do parasita no metabolismo de lipidios e identificou receptores de
membrana, canais idnicos e proteases do verme como possiveis alvos quimioterapicos.
Também foram identificados os gargalos metabdlicos do parasita sobre os quais drogas
aprovadas para outras aplicaces possam ser eficazes (BERRIMAN et al., 2009).

A publicacdo desses bancos de dados moleculares contendo, teoricamente, toda
informacdo génica do parasita abriu a perspectiva da abordagem de vacinologia reversa, que
consiste na selecdo de candidatos vacinais atraves de programas de bioinformatica seguida
por uma triagem em larga escala destes antigenos em ensaios de imunizacdo (RAPPUOLL,
2000). Essa tecnica foi bem sucedida para propor alvos vacinais promissores para procariotos,
como Neisseria meningites e Streptococcus agalactiae (MAIONE et al., 2005; PIZZA et al.,

2000). Porém na selecdo de candidatos para o Schistosoma e outros patdgenos eucariotos
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mais complexos, esta abordagem apresenta alguns inconvenientes: | — eles possuem ciclo de
vida complexo com diferentes estagios, de modo que nem todos eles infectam o homem,
sendo esperado que muitos genes sejam estagio-especifico e nunca entrem em contato com o
hospedeiro definitivo; Il — ao contrario de patdgenos unicelulares, o parasita € multicelular e
nem todas as proteinas secretadas ou de superficie seriam apresentadas na interface parasita-
hospedeiro, dificultando a selecdo in silico; Il — apesar da deducdo do quadro aberto de
leitura (ORF — open reading frame) ser util, os programas tendem a acumular muitos erros,
especialmente nas extremidades de ORFs que geralmente codificam sinais de secrecdo,
devido a splicings alternativos do RNA (DEMARCO; VERJOVSKI-ALMEIDA, 2009).

Portanto, a selecdo de candidatos vacinais para esquistossomose necessita de uma
melhor caracterizacdo pos-genémica destes antigenos, para isso podemos comparar o nivel de
expressao de muitos genes simultaneamente pela técnica de microarranjo, utilizando o mRNA
dos diversos estagios do parasita. Utilizando esta abordagem ja foram identificados genes
diferencialmente expressos no estagio de esquistossomulos (DILLON et al., 2006), que é
considerado o principal alvo do sistema imune no modelo de cercérias irradiadas; 0s genes
com diferentes niveis de expressdao em vermes adultos machos e fémeas (FITZPATRICK et
al., 2005; HOFFMANN; JOHNSTON; DUNNE, 2002) e os genes envolvidos no
desenvolvimento dos esporocistos (VERMEIRE et al., 2006). Ainda baseada nesta técnica foi
desenvolvida uma plataforma que explora todo o transcriptoma de vermes adultos visando
avaliar sua expressdo génica quando submetidos a diferentes condicGes experimentais
(VERJOVSKI-ALMEIDA et al., 2007).

Outra forma para caracterizar e selecionar antigenos é através dos estudos de proteoma
que identificam as proteinas mais abundantes em uma amostra por espectometria de massa.
Esses estudos reconheceram as proteinas secretadas por cercarias envolvidas no mecanismo
de penetracdo através da pele e evasdo ao sistema imune (CURWEN et al., 2006; HANSELL
et al., 2008; KNUDSEN et al., 2005) e as proteinas secretadas por ovos, buscando
correlaciona-las com o desenvolvimento da patologia da doenga (CASS et al., 2007). Além
desses antigenos secretados, utilizando essa técnica, estudou-se a composicdo protéica do
tegumento de vermes adultos com diferentes abordagens: proteinas exclusivas de tegumento e
aquelas presentes em vermes nos quais esta estrutura foi retirada (VAN BALKOM et al.,
2005), proteinas das membranas do tegumento com relacdo a sua solubilidade em diferentes
agentes caotropicos. (BRASCHI et al., 2006), as proteinas do tegumento acessiveis a
biotinilacdo, portanto mais expostas em sua superficie (BRASCHI; WILSON, 2006), e as
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proteinas liberadas pela digestdo enzimatica da superficie do tegumento de vermes adultos
vivos (CASTRO-BORGES et al., 2011a).

1.4 Tegumento do Schistosoma mansoni

Os parasitas adultos s&o recobertos por uma camada sincicial, denominada tegumento,
a qual € a principal interface parasita hospedeiro. Esse sincicio esté interligado aos corpos
celulares por estreitas conexdes citoplasmaticas que atravessam as camadas musculares. Nos
nicleos estd situada toda a maquinaria de producdo e exportacdo protéica, composta por
ribossomos, reticulo endoplasmaético e complexo de Golgi, que produzem e secretam para 0
sincicio dois tipos de vesiculas, corpos discoides e vesiculas multilaminadas (Figura 4;
SKELLY; ALAN WILSON, 2006).

Figura 4 — Tegumento do Schistosoma mansoni.
A B C

A — Seccdo transversal de S. mansoni macho adulto. B — Representacdo do tegumento do parasita
associado ao corpo celular (sem escala). C — Detalhe das membranas da superficie externa do
tegumento. BM: membrana basal; DB: corpos discéides; ER: reticulo endoplasmatico; G: complexo
de Golgi; Mc: membranocalice; Mi: mitocdndria; MLV: vesicula multilaminada; Mt: microtdbulo; N:
nucleo; P: covas; Pm: membrana plasmatica; S: espinho; SV: vesiculas de transporte; V:vacuolo.
Fonte: (adaptado de BRASCHI; BORGES; WILSON, 2006).

A superficie externa do tegumento apresenta uma estrutura ‘“heptalaminada”,
considerada uma importante adaptacdo para a sobrevivéncia na corrente sanguinea. Esta

estrutura é composta por duas bicamadas lipidicas: uma membrana plasmatica mais interna e
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um membranocélice secretado mais externo. O membranocalice seria formado pela fusdo das
vesiculas multilaminadas, produzidas nos corpos celulares, com a membrana plasmaética do
tegumento. Essa fusdo liberaria o conteddo das vesiculas multilaminadas na interface parasita-
hospedeiro e renovaria constantemente a superficie do parasita, seu tempo de meia vida in
vivo seria de cinco dias (SKELLY; ALAN WILSON, 2006; VAN HELLEMOND et al.,
2006).

O tegumento esta relacionado aos principais mecanismos de evasdo ao sistema imune
do hospedeiro como a digestdo dos fatores do complemento (FISHELSON, 1995) e aquisi¢édo
de antigenos do hospedeiro para sua mimetizacdo (SKELLY; ALAN WILSON, 2006). Mas
essa estrutura também € importante para outros processos fisiolégicos do parasita, tais como
nutricdo, modulacdo da excrecdo, osmoregulacdo, recepcao sensorial e transducdo de sinais,
demonstrando sua importancia para a adaptacdo e sobrevivéncia no hospedeiro definitvo e
constituindo-se, portanto, em uma importante fonte de potenciais candidatos vacinais
(LOUKAS; TRAN; PEARSON, 2007).

1.5 Ectonucleotidases e nucleotideo pirofosfatases/fosfosdiesterases

As ectonucleotidases sdo enzimas que metabolizam nucleotideos, na maioria das vezes
elas estdo associadas a membrana com seu sitio catalitico voltado para o meio extracelular.
Mas isoformas solUveis existem, sendo denominadas exonucleotidases. A maxima eficiéncia
da atividade catalitica destas proteinas é adaptada para as condi¢Ges do ambiente extracelular,
requerendo a presenca de cations divalentes, como célcio ou magnésio, e pH alcalino. As
ectonucleotidases atuam no complexo metabolismo nucleotidico de modo orquestrado: varias
familias de proteinas, cada uma contendo varias espécies de enzimas semelhantes, hidrolisam
diversos nucleotideos extracelulares. Portanto, 0 mesmo nucleotideo pode ser hidrolisado por
diversas enzimas, dependendo do padrdo de expressdo génica do tecido ou célula. E provavel
que enzimas pertencentes a diferentes familias estejam colocalizadas em células individuais
ou nas superficies teciduais refutando a antiga idéia de que uma unica enzima era responsavel
pela hidrolise de um Unico substrato (Zimmermann, 2000).

As ectonucleotidases conhecidas incluem membros das familias E-NTPDase (“ecto-
nucleosideo trifosfato  difosfohidrolase), E-NPP (“ectonucleotideo  pirofosfatase/
fosfodiesterase™), fosfatases alcalinas e ecto-5’-nucleotidases (ZIMMERMANN, 2000). A
presenca de ectonucleotidases no tegumento de S. mansoni foi demonstrada hd muito tempo
por meio dos estudos de atividade enzimatica (CESARI; SIMPSON; EVANS, 1981) e
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confirmada recentemente pelos estudos de proteoma que identificaram trés proteinas: uma
ATPDase, uma fosfatase alcalina e uma NPP (BRASCHI et al., 2006; BRASCHI; WILSON,
2006; VAN BALKOM et al., 2005). A fosfatase alcalina talvez seja a enzima mais estudada
de S. mansoni (BALLEN et al., 2002; BHARDWAJ; SKELLY, 2011; CESARI, 1974,
DUSANIC, 1959; NIMMO-SMITH; STANDEN, 1963; PAYARES; SMITHERS; EVANS,
1984), sendo inclusive utilizada como marcador para extracdo do tegumento (ROBERTS et
al.,, 1983). Duas isoformas de NTPDase, denominadas SmATPDase 1 e 2, foram
caracterizadas como tegumentares (DEMARCO et al., 2003; LEVANO-GARCIA et al.,
2007) e epitopos comuns entre elas e a apirase de batata ja foram descritos (FARIA-PINTO et
al., 2010; FARIA-PINTO et al., 2008), porém, ndo ha uma melhor caracterizacdo da NPP
afora sua identificacéo.

As NPPs (do inglés, nucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase) sdo ectoenzimas
estruturalmente relacionadas, que in vitro séo capazes de hidrolisar ligagGes pirofosfato, como
a do ATP, e ligacdes fosfodiéster, como a de oligonucleotideos, resultando na liberacdo de
nucleosideos 5’monofosfatados (BOLLEN et al., 2000). Atualmente estdo descritas sete
isoformas de NPPs em seres humanos, numeradas conforme sua ordem de descoberta; todas
apresentam um dominio catalitico extracelular com aproximadamente 400 residuos de
aminoacidos. Além do dominio catalitico, as isoformas NPP4-7 apresentam um peptideo sinal
putativo N-terminal e um dominio transmembrana C-terminal. Portanto, sdo proteinas
transmembranas do tipo I. As isoformas NPP1 e NPP3 sdo proteinas transmembranas do tipo
Il, apresentando um dominio transmembrana N-terminal, dois dominios “somatomedin-B
like” consecutivos, o dominio catalitico e um dominio “nuclease-like” C-terminal. A isoforma
NPP2 apresenta quase todos os dominios das isoformas NPP1 e NPP3; porém, ao invés do
dominio transmembrana, apresenta um peptideo sinal, sendo uma proteina secretada e nédo
transmembrana (Figura 5; STEFAN; JANSEN; BOLLEN, 2005).

Figura 5 — Estrutura das sete NPPs de seres humanos.
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Isoenzyme Orientation

NPP1 HN( |1 MCOOH Type Il

NPP2  HN| |
NPP3  H,N|[ o WCOOH Type Il

COOH Secreted

NPP4 H,N COOH Type |

NPP5 HoN | . || coon Type |
NPP6 HAN( || coon Type |
NPP7 HoN | 1) coon Type |

Key: & Transmembrane domain ~ Somatomedin-B-like domain
Catalytic domain ¢ Catalytic-site residue
& Nuclease-like domain Signal-peptide sequence

Fonte: (adaptado de STEFAN; JANSEN; BOLLEN, 2005).

O sitio catalitico das NPPs possui uma similaridade estrutural muito grande com a
superfamilia das “phospho- or sulfo-coordinating metalloenzymes”, que inclui também as
fosfatases alcalinas, apresentando estruturas conservadas como residuos de aminoacidos que
coordenam a interacdo com dois metais divalentes essenciais a atividade enzimaética e a
disposicédo espacial relativa desses metais a importantes residuos de aminoacidos do sitio
catalitico. Baseando-se nestas informacgdes foi proposta uma teoria para 0 mecanismo de
catalise das NPPs, que aconteceria em duas etapas. Na primeira etapa da catélise, o
grupamento hidroxila do sitio catalitico treonina, ativado por um dos metais divalente,
atacaria o grupo fosfato do substrato, resultando na formacdo de uma estrutura covalente
intermediaria. No segundo passo, uma molécula de agua ativada pelo outro metal divalente
atacaria essa estrutura intermediéria, restaurando o sitio catalitico da treonina e liberaria um
nucleosideo 5’-monofosfato (GIJSBERS et al., 2001).

As NPPs atuam na reciclagem de nucleotideos, no controle dos niveis extracelulares

de pirofosfato, na estimulacdo da motilidade celular, na modulagdo da sinalizagdo de
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receptores purinégicos e possivelmente estdo envolvidas no controle da sinalizagdo dos
receptores de insulina e na atividade de ecto-quinases. Essas proteinas ja foram relacionadas a
diversos processos bioldgicos: neurotransmissdo, neuroprotecdo a isquemia e hipdxia,
regulacdo das funcdes cardiovasculares, agregacdo plaquetaria, contracdo da musculatura lisa,
secrecdo de hormonios, modulacdo da resposta imune e controle da apoptose, da proliferacdo
e da diferenciacdo celular (GODING; GROBBEN; SLEGERS, 2003).

1.6  Sinalizacao purinérgica

Em 1972, o termo “purinérgico” foi utilizado pela primeira vez por Burnstock para
descrever a sinalizacdo na qual o ATP era a molécula mensageira extracelular; naquela época
essa foi uma idéia bastante radical. Desde entdo, a importancia da sinalizacdo purinérgica
envolvendo ndo apenas ATP, mas outros nucleotideos trifosfatados e bifosfatados, tornou-se
cada vez mais evidente (ABBRACCHIO; BURNSTOCK, 1998). Atualmente, nucleotideos
extracelulares sdo considerados moléculas sinalizadoras autdcrinas e paracrinas que modulam
uma grande variedade de respostas fisioldgicas em diversos tecidos de mamiferos. Essa
sinalizacdo consiste na liberacdo de nucleotideos para o meio extracelular, que interagem de
modo seletivo a receptores especificos; essa ligacdo desencadeia uma cascata de reacdes
bioquimicas varidveis resultando em diversos efeitos fisiologicos (GOUNARIS; SELKIRK,
2005).

Os nucleotideos sinalizadores podem ser secretados de modo regular, ou podem ser
liberados por estimulacdo mecéanica, haja vista que danos teciduais resultam em liberacdo
massiva para os fluidos extracelulares; desse modo, nucleotideos extracelulares séo ativadores
arquetipicos do sistema imune inato. Nas células hematopoiéticas, em especifico, o0s
receptores nucleotidicos estimulam diversas agdes, incluindo: agregacdo plaquetéria e
liberacdo de mediadores; degranulacdo de mastdcitos, neutréfilos e eosindfilos; producdo de
citocinas por celulas T, mondcitos e macrdfagos; ativacdo e diferenciacdo de celulas
dendriticas (GOUNARIS; SELKIRK, 2005).

Os receptores da sinalizagdo purinérgica sao especificos e podem ser de dois tipos, P1
ou P2. Os receptores P1 sdo acoplados a proteina G e apresentam quatro subtipos que sdo
ativados pela adenosina. Enquanto os receptores P2 apresentam 2 subtipos: receptores P2X,
especifico para ATP, e receptores P2Y ativados por ATP, ADP, UTP, UDP, ITP e agucares
nucleotidicos. Os receptores P2X sdo canais idnicos regulados pelo nucleotideo ligante,
enquanto receptores P2Y sdo receptores acoplados a proteina G (SANSOM; ROBSON;
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HARTLAND, 2008). Regulando a concentracdo extracelular dos nucleotideos extracelulares
por meio de sua hidrélise, as ectonucleotidases sdo capazes de modular a sinalizacdo
punérgica. As NTPDases e as NPPs hidrolizam nucleosideos 5’-trifosfatados e 5’-difosfatados
liberando um grupamento fosfato inorganico, enquanto as fosfatases alcalinas e as 5’-
nucleotidases convertem o nucleotideo em nucleosideo. No entanto, enquanto as 5’-
nucleotidases hidrolisam apenas nucleotideos monofosfatados, as fosfatases alcalinas
produzem nucleosideos a partir de nucleotideos mono, di e trifosfatados (Figura 6.
ZIMMERMANN, 2000)

Figura 6 — Produtos da hidrolise do ATP pelas ectonucleotidases e seus respectivos
receptores purinérgicos.
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E-NTPDase — ecto-nucleosideo trifosfato  difosfohidrolase; E-NPP —  ectonucleotideo
pirofosfatase/fosfodiesterase; Ecto-5’-NT — ecto-5’-nucleotidase; AP — fosfatase alcalina.
Fonte: (adaptado de FIELDS; BURNSTOCK, 2006).

Ja foi hipotetizado que a expressdo destas ectonucleotidases na interface parasita-
hospedeiro foi provavelmente uma adaptacao evolutiva dos parasitas selecionada para alterar
a disponibilidade e a concentracdo local de nucleotideos extracelulares, visando regular a

ativacdo de receptores purinérgicos e a resposta inflamatdria subsequente. Essa estratégia
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seria vantajosa para parasitas hemat6fagos, patdgenos que causam danos aos tecidos ou
espécies que residam no sistema vascular, pois inibiria a agregacdo plaquetéria e a
subsequente liberacdo de nucleotideos pro-inflamatérios. Esta seria, portanto, uma
caracteristica conservada evolutivamente e subestimada em diversos organismos infecciosos,
como por exemplo, o Schistosoma (GOUNARIS; SELKIRK, 2005).
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2 CONCLUSAO

Nesse trabalho foram identificadas quatro nucleotideo pirofosfatases/fosfodiesterases
no genoma do S. manoni. Verificamos que duas dessas proteinas apresentavam-se mais
expressas nos estagios intramamiferos, sendo provavelmente importantes para adaptacdo e
sobrevivéncia do parasita. As proteinas foram expressas de modo heter6logo em E. coli, mas
ndo apresentaram atividade enzimatica. Conseguimos produzir um anticorpo especifico contra
a SmNPP-5a, o qual foi utilizado para realizar a caracterizacdo desta enzima como uma
glicoproteina associada as membranas do tegumento do parasita, que sdo produzidas e
secretadas para sua superficie durante a transformacdo cercariana no processo de infeccgéo.
Também demonstramos que essa proteina estaria acessivel ao sistema imune do hospedeiro,
pois conseguimos inibir parcialmente sua atividade enzimatica em parasitas vivos incubando-
0s com anticorpos. Essas caracteristicas fizeram da SmNPP-5a um promissor antigeno
vacinal. Por ultimo foram feitos ensaiosde hibridizacéo in situ e observado que as smnpps tém
sua expressdo associada aos tecidos reprodutores de parasitas adultos. Esses dados abriram
novas perspepctivas de estudos visando elucidar melhor a relacéo e a fungdo destas proteinas
com a reproducdo do S. mansoni para se entender melhor o papel destas enzimas na biologia
do parasita.

Em uma segunda parte do projeto nos avaliamos como antigenos vacinais, ndo apenas
a SmNPP-5a que apresentou caracteristicas tidas como importantes para um candidato
vacinal, mas também as outras duas nucleotidades do tegumento previamente caracterizadas e
extensivamente propostas na literatura com alvos vacinais, a SmFA e SmMATPDAse. A SmFA
foi a proteina mais imunogénica das trés, induzindo uma resposta predominantemente Th2,
com altos niveis de IgG1 associados a uma maior expresdo das citocinas pro-inflamatorias
TNF-o e IL-17. A despeito de somente a imunizacéo desta proteina na formulagdo utilizada
ndo ser capaz de induzir protecdo nos camundongos infectados, sua associagdo a um
tratamento com doses subcurativas de praziquantel tornou-a efetiva. Tanto a SmNPP-5a
quanto a SmMNTPDase apresentraram baixa imunogenicidade na formulacdo utilizadas e néo
foram capazes de conferir protecdo aos animais imunizados, mesmo quando associados ao
tratamento com praziquantel. A SmNPP-5a apresentou uma resposta imune caracterizada pela
maior expressao relativa da citocina reguladora TGF-f3, enquanto a SmATPDase induziu uma
resposta predominantmente Th2. Esses dados demonstram que a SmFA ¢ a nucleotidase do

tegumento mais promissora como candidato vacinal e advoga por novos estudos, visando
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otimizar sua expressdo e tornar seu enovelamento mais préximo da proteina nativa, para sua
avaliacdo como antigeno vacinal com diferentes adjuvantes e protocolos de imunizacéo.

Os resultados indicaram que a SmFA possa vir a ser utilizada em uma vacina
composta por um coquetel de antigenos, principalmente se as outras proteinas que compde o
coquetel induzirem uma resposta imune que possui como alvo o tegumento do parasita. Esses
dados destacam ainda a importancia de investigar diferentes regimes de imunizagéo

associados com agentes quimioterapicos.
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