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RESUMO 

 

ROFATTO, H. K. Caracterização molecular das nucleotídeo pirofosfatases/ 

fosfodiesterases de Schistosoma mansoni e investigação como antígenos vacinais. 2013. 

247 f. Tese (Doutorado em Biotecnologia) - Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade 

de São Paulo, São Paulo, 2013. 

 

A esquistossomose é uma doença com particularidades como a endemicidade, a transmissão, 

a patologia, a morbidade e a cronicidade, as quais devem ser consideradas no planejamento e 

na implementação de políticas que almejam a erradicação desse problema de saúde pública 

mundial. Como a quimioterapia não atua sobre todos esses fatores, o desenvolvimento de uma 

vacina auxiliaria na eliminação dessa doença. Neste trabalho foi caracterizada a família das 

nucleotídeo pirofosfatases/ fosfodiesterases (NPP) de S. mansoni, visando sua avaliação como 

antígenos vacinais. As enzimas desta família são associadas à membrana, hidrolisam ligações 

pirofosfato e ligações fosfodiester e são relacionadas a diversos processos biológicos como 

agregação plaquetária e modulação da sinalização purinérgica e da resposta imune. O S. 

mansoni possui quatro proteínas distintas pertencentes a esta família (SmNPP-5a, SmNPP-5b, 

SmNPP-5c e SmNPP-6), sendo que para duas delas verificamos maior expressão gênica nos 

estágios do parasita que infectam o homem. Os genes foram clonados a partir do mRNA de 

vermes adultos e as proteínas foram expressas de modo heterólogo em E. coli e purificadas 

por cromatografia de afinidade. As proteínas foram utilizadas para produção de anticorpos 

policlonais, porém apenas os anticorpos anti-SmNPP-5a apresentaram especificidade para a 

proteína nativa. Foi demonstrado que a SmNPP-5a é uma glicoproteína, cuja expressão 

aumenta após a infecção do homem e que está associada às 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 antígeno vacinal juntamente com uma apirase (SmATPDase) e a fosfatase 

alcalina (SmAP), outras duas nucleotidases envolvidas no metabolismo de nucleotídeos e 

presentes no tegumento de parasitas adultos. Ambas as proteínas, SmNPP-5 e a SmNTDPase, 

apresentaram menor imunogenicidade que a SmAP. A SmNPP-5 induziu uma resposta imune 

celular, porém neutralizada por uma resposta regulatória; enquanto a SmNTDPase induziu 

uma resposta imune humoral, predominantemente Th2. A SmAP foi a proteína mais 

imunogênica das três estudadas, induzindo maior expressão de TNF-α e de IL-17 e alto níveis 

de IgG, especialmente IgG1. Porém só verificamos a redução da carga parasitária em 

camundongos imunizados com a SmAP, apenas quando os animais também receberam 

tratamento com doses subcurativas de praziquantel. Não foi observado nenhum efeito protetor 

devido a imunização com a SmNPP-5a ou com a SmATPDase, associadas ou não com a 

quimioterapia subcurativa. 

 

Palavras-chave: Schistosoma mansoni. Vacina. Tegumento. Nucleotídeo pirofosfatase/ 

fosfodiesterase. Fosfatase alcalina. Apirase. Praziquantel. 
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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 Ciências Biomédicas, Universidade 

de São Paulo, São 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-5c 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 SmNPP-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-

SmNPP-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-α and IL-17 

and high levels of IgG, especially IgG1. 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 SmATPDase, associated or not with subcurative chemotherapy. 

 

Keywords: Schistosoma mansoni. Vaccine. Tegument. Nucleotide pyrophosphatase/ 

phosphodiesterase. Alkaline phosphatase. Apyrase. Praziquantel. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Esquistossomose 

 

A esquistossomose é a doença helmíntica mais grave no mundo devido aos seus 

índices de morbidade e mortalidade. Essa doença é um problema de saúde pública mundial, 

pois é endêmica em 74 países, afetando mais de 200 milhões de pessoas, principalmente 

indivíduos de baixas condições socioeconômicas, na África, Oriente Médio, Sudeste Asiático 

e América do Sul (Figura 1). Além das pessoas infectadas, estima-se que aproximadamente 

800 milhões de pessoas vivam em áreas com alto risco de infecção (BERGQUIST, 2002; 

KING; DICKMAN; TISCH, 2005; ROSS et al., 2002; STEINMANN et al., 2006). No 

entanto, as áreas endêmicas têm aumentado nos países em desenvolvimento, devido à criação 

de novos habitats para o caramujo, através de projetos de irrigação e construções de 

barragens, e se tornado mais povoadas por causa do crescimento e da migração populacional 

(AL-SHERBINY et al., 2003). 

 

Figura 1 – Distribuição global da esquistossomose e seus principais agentes etiológicos. 

 

 

Fonte: (GRYSEELS et al., 2006). 

 

 

Aproximadamente 10% dos indivíduos infectados apresentam sintomatologia severa 

da doença, sendo que ela é responsável por 200.000 mortes por ano no mundo (BERGQUIST, 
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2002). Porém, é consenso entre especialistas que a mortalidade causada por esta doença seja 

uma parcela pequena do problema, quando comparada aos anos de vida perdidos devido à 

incapacidade que ela causa (BERGQUIST, 2002). Principalmente se considerarmos que a 

doença atinge uma grande parcela de crianças abaixo dos 14 anos de idade, causando anemia 

e prejuízo no desenvolvimento cognitivo e físico, e por ser pouco reconhecida nos estágios 

iniciais, incapacita os indivíduos na fase mais produtiva de suas vidas (ENGELS et al., 2002). 

Avalia-se que o índice de DALYs (“Disability-Adjusted Life Years”) para a esquistossomose 

seja de 1,76 milhões. O DALY é uma medida desenvolvida pela Organização Mundial da 

Saúde (OMS) para quantificar o impacto global de uma doença sobre a saúde da população. 

Este índice combina em um único parâmetro 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 saudável perdido (MICHAUD; GORDON; REICH, 2003). 

Esse quadro fez com que a esquistossomose fosse selecionada pelo Programa Especial de 

Treinamento em Doenças Tropicais, da Organização das Nações Unidas, Banco Mundial e 

OMS como uma das dez doenças tropicais mais importantes para controle (MOREL, 2000). 

A esquistossomose é causada por trematódeos hematófagos do gênero Schistosoma. 

As principais espécies patogênicas para o ser humano são: S. mansoni, S. japonicum e S. 

haematobium (Figura 1). No Brasil, ela é causada exclusivamente pelo S. mansoni, afetando 

mais de seis milhões de indivíduos, em especial nas regiões Nordeste, principalmente no 

estado da Bahia e na região litorânea, e Sudeste, a maior parte em Minas Gerais (Figura 2; 

AMARAL et al., 2006). No estado de São Paulo, foram notificados mais de duzentos mil 

casos nos últimos dez anos, sendo que apenas 10% desse total foram classificados como 

autóctones (Divisão de Orientação Técnica – SUCEN, 2002). 
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Figura 2 – Prevalência da esquistossomose no Brasil. 

 

 

Fonte: (AMARAL et al., 2006). 

 

 

O S. mansoni apresenta um ciclo de vida complexo compreendendo uma fase 

assexuada de diferenciação e multiplicação por pedogênese no caramujo hospedeiro do 

gênero Biomphalaria e uma fase de reprodução sexuada e oviposição no hospedeiro 

definitivo, o homem. O ciclo de vida envolve também dois estágios larvais infectantes, o 

miracídio e a cercária, que são importantes na transferência 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 oviposição. Cada fêmea produz cerca de 400 ovos por dia, os 

quais podem atingir a luz intestinal e serem excretados com as fezes. Uma vez na água, os 

miracídios eclodem e infectam o hospedeiro intermediário, o caramujo. No caramujo, cada 

miracídio se diferencia em esporocistos que originarão uma população clonal de cercárias. 
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Após serem liberadas na água, as cercárias infectam o homem penetrando na sua pele. 

Enquanto a cercária atravessa as camadas da pele, se diferencia em esquistossômulo, os quais 

penetram nos vasos, atingindo a corrente sanguínea. Na corrente sanguínea, os 

esquistossômulos migram para o pulmão e posteriormente para o sistema porta-hepático, onde 

eles amadurecem e se diferenciam em vermes adultos machos e fêmeas. Após o 

amadurecimento sexual, os vermes adultos formam casais, migram para os vasos 

mesentéricos e começam 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. 

 

 

Fonte: (adaptado de GRYSEELS et al., 2006). 

 

 

A patologia da esquistossomose mansônica é decorrente da resposta inflamatória 

granulomatosa do hospedeiro induzida pelos ovos que não são eliminados com as fezes, 
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normalmente alojados no fígado e intestino. Posteriormente, essa resposta inflamatória evolui 

para fibrose e calcificação dos tecidos. A gravidade da doença está relacionada com a notável 

fecundidade do parasita associada à infecção duradoura, acarretando na deposição de milhões 

de ovos na mucosa e nos tecidos (CAPRON; CAPRON; RIVEAU, 2002). 

Na fase aguda da doença, a reação inflamatória é exacerbada e o granuloma apresenta 

dimensão superior a 100 vezes o volume do ovo, sendo a sintomatologia variada, desde 

indivíduos assintomáticos, até os que apresentam febre, mal-estar, tosse, dores musculares, 

quadro de hepatite aguda, enterocolite aguda e hepatoesplenomegalia discreta. Na fase 

crônica, a resposta inflamatória é regulada e o granuloma apresenta dimensões bem menores, 

porém os granulomas hepáticos bloqueiam o sistema porta-hepático levando ao 

desenvolvimento da circulação colateral do plexo venoso mesentérico e de hipertensão portal. 

Em infestações severas, o acúmulo dos granulomas hepáticos e sua fibrose contínua, 

associada à pressão portal elevada, resultam no desenvolvimento de hepatoesplenomegalia. 

Esse quadro pode evoluir para ascite com o desenvolvimento de varizes esofágicas, as quais 

podem romper desencadeando hemorragias. Apesar da imensa maioria dos ovos ficarem 

retidos no sistema venoso portal, alguns podem ser levados pela corrente sanguínea, causando 

lesões ectópicas em diversos órgãos, como pulmão, miocárdio e sistema nervoso central 

(BOROS, 1989; CAPRON; CAPRON; RIVEAU, 2002; KING, 2001; REY, 2001). 

O tratamento padrão da esquistossomose é a quimioterapia com o praziquantel, cujo 

desenvolvimento e a redução de seu custo de produção foram determinantes para a 

diminuição significativa da morbidade em áreas endêmicas (BERGQUIST, 2002; RIBEIRO-

DOS-SANTOS; VERJOVSKI-ALMEIDA; LEITE, 2006). Entretanto, a quimioterapia não é 

eficaz contra os parasitas jovens e também não previne a reinfecção, comum em áreas 

endêmicas, resultando na necessidade de sucessivos tratamentos, tornando esse método 

terapêutico dispendioso e pouco eficiente na erradicação da doença, além de evidenciar a 

necessidade de uma abordagem mais duradoura (BERGQUIST; COLLEY, 1998). Outra 

desvantagem dessa abordagem terapêutica é que ela não reverte o quadro patológico, 

portanto, a quimioterapia elimina o parasita, mas não cura o paciente, apenas evita uma 

progressão do seu quadro clínico. Esse fator é agravado, pois a manifestação da 

esquistossomose antes da hepatoesplenomegalia tornar-se aparente é negligenciada ou 

indeterminada (WILSON; COULSON, 1999). Por último, deve-se ressaltar que o tratamento 

em massa e por um período indefinido das regiões endêmicas aumenta o risco da seleção de 

parasitas resistentes à droga, já tendo sido reportados baixos índices de cura no Egito e 

Senegal (FALLON et al., 1995; ISMAIL et al., 1999). 
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Assim, diante da ineficácia da quimioterapia sob o aspecto da saúde pública, das 

dificuldades políticas e da falta de recursos para investimento em saúde e em medidas de 

saneamento básico nos países em desenvolvimento, a estratégia mais eficiente e de menor 

custo para prevenir doenças severas e mortes seria vacinar os indivíduos susceptíveis à 

infecção (HOTA-MITCHELL et al., 1999; KATZ, 1999). 

 

1.2 Fundamentos para uma vacina 

 

Uma vacina eficaz contra a esquistossomose preveniria o desenvolvimento e a 

evolução da patologia, haja vista que os parasitas seriam eliminados antes de iniciarem a 

oviposição. A vacinação também acabaria com o círculo vicioso de sucessivas infecções, uma 

vez que interromperia o ciclo de vida do parasita. Modelos matemáticos demonstraram que a 

vacina não precisaria apresentar imunidade esterilizante e que uma redução de pelo menos 

40% na carga parasitária reduziria a morbidade e as taxas de transmissão significativamente 

(CHAN; BUNDY, 1997). Desse modo, o combate à doença visando sua erradicação seria 

feita com abordagens complementares: a quimioterapia seria responsável pela redução da 

carga parasitária em curto prazo, enquanto a imunização proveria proteção à população em 

longo prazo (BERGQUIST, 1998; BERGQUIST; COLLEY, 1998). 

A plausibilidade do desenvolvimento de uma vacina eficaz contra a esquistossomose 

está baseada principalmente na imunização de modelos experimentais, tanto roedores quanto 

primatas, com cercárias atenuadas por irradiação. Nestes experimentos verificou-se que a 

imunização com cercárias irradiadas foi capaz de induzir até 80% de proteção contra uma 

infecção subsequente (COULSON, 1997; HEWITSON; HAMBLIN; MOUNTFORD, 2005). 

Também já foi demonstrada proteção parcial pela imunização com extrato antigênico de 

diferentes estágios 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 

cercárias irradiadas e/ou extratos antigênicos do parasita apresentaria problemas, devido à 

evidência de que seu uso levaria a um nível significativo de efeitos colaterais e reações 

alérgicas associadas à mesma. Além da dificuldade para produção de quantidades suficientes 

de cercárias e antígenos em escala comercial (HAGAN; SHARAF, 2003). 

Os diversos relatos de pessoas que vivem em áreas endêmicas e são naturalmente 

refratárias à infecção e outras que desenvolvem resistência a reinfecção após 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 níveis de IgE, induzindo a ativação e degranulação de mastócitos. Enquanto na M. 

mulata, altos níveis de IgG por um período prolongado foram considerados primordiais para 

inibir o metabolismo dos parasitas, levando-os a inanição e morte (WILSON; COULSON, 

2009; WILSON et al., 2008). Há de se considerar ainda as vacinas recombinantes 

antiparasitárias de uso veterinário que estão sendo desenvolvidas com sucesso, como as 

vacinas contra Taenia ovis e Echinococcus granulosis (DALTON; MULCAHY, 2001); e 

recentemente foi divulgado o início dos testes de avaliação vacinal da proteína Sm14 de S. 

mansoni contra a fasciolose em ovinos (TENDLER; SIMPSON, 2008). 

O desenvolvimento de uma vacina contra a esquistossomose é um difícil desafio em 

função da complexidade do ciclo de vida do parasita, no qual o homem interage com quatro 

estágios diferentes de desenvolvimento do S. mansoni (cercárias, esquistossômulos, 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 

identificação de antígenos que estimulem no indivíduo uma resposta imune apropriada, 

acarretando na resistência contra a infecção (YANG et al., 2000). Assim, para avaliar diversos 

antígenos como candidatos vacinais contra esquistossomose, a OMS em 1995 estabeleceu o 

desenvolvimento de uma vacina contra a esquistossomose, como uma meta prioritária e 

organizou testes independentes. Foram avaliados seis antígenos de S. mansoni, reflexo dos 

avanços na área de biologia molecular a partir dos anos 80: uma proteína homóloga à miosina 

com 63 kDa, uma paramiosina de 97 kDa, uma triose-fosfato-isomerase de 28 kDa, uma 

proteína integral de membrana com 23 kDa (Sm23), uma proteína ligante de ácidos graxos 

com 14 kDa (Sm14) e uma glutationa-S-transferase com 28 kDa (Sm28GST). Os resultados 

destes testes nunca se tornaram públicos, mas a OMS divulgou em nota oficial que nenhum 

dos antígenos atingiu o objetivo, que era induzir uma redução da carga parasitária igual ou 

superior a 40% (WILSON; COULSON, 2006). Uma proteína ortóloga a Sm28GST, porém 

proveniente de S. haematobium (Sh28GST), atualmente está sendo avaliada em ensaios 

clínicos de fase II, devido a sua ação 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 seleção de novos antígenos vacinais, pois as moléculas 

selecionadas pela OMS não foram identificadas como secretadas ou expostas na superfície do 
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parasita, com exceção da Sm23, e atualmente acredita-se que para os antígenos induzirem 

uma resposta imune protetora eles devem participar da interação parasita-hospedeiro e estar 

acessíveis 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 informações sobre sua expressão gênica. Foram geradas 163 mil sequências expressas 

marcadas (EST) de seis estágios do ciclo de vida do parasita (vermes adultos, ovos, 

miracídios, esporocistos, cercárias e esquistossômulos), que possibilitaram sequenciar 

fragmentos de 92% dos 14.000 genes expressos preditos. Analisando esses dados, verificou-se 

que 77% representavam novos fragmentos gênicos do parasita, sendo que 1% deles era de 

novos parálogos, 20% de novos ortólogos e 55% dos genes codificam para proteínas sem 

função 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 

informações disponibilizadas pelo transcriptoma. O genoma do S. mansoni possui 363 

milhões de bases dispostas em oito pares de cromossomos, sete pares autossômicos e um par 

de cromossomos sexuais. O sexo é determinado no zigoto por um mecanismo cromossomal, 

sendo a fêmea heterogamética (ZW) e o macho, homogamético (ZZ). Foram identificados 

11.809 genes, cujo tamanho médio é 4,7 kilobases com grandes íntrons e éxons pequenos. O 

estudo revelou o déficit do parasita no metabolismo de lipídios e identificou receptores de 

membrana, canais iônicos e proteases do verme como possíveis alvos quimioterápicos. 

Também foram identificados os gargalos metabólicos do parasita sobre os quais drogas 

aprovadas para outras aplicações possam ser eficazes (BERRIMAN et al., 2009). 

A publicação desses bancos de dados moleculares contendo, teoricamente, toda 

informação gênica do parasita abriu a perspectiva da abordagem de vacinologia reversa, que 

consiste na seleção de candidatos vacinais através de programas de bioinformática seguida 

por uma triagem em larga escala destes antígenos em ensaios de imunização (RAPPUOLI, 

2000). Essa técnica 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 seleção de candidatos para o Schistosoma e outros patógenos eucariotos 
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mais complexos, esta abordagem apresenta alguns inconvenientes: I – eles possuem ciclo de 

vida complexo com diferentes estágios, de modo que nem todos eles infectam o homem, 

sendo esperado que muitos genes sejam estágio-específico e nunca entrem em contato com o 

hospedeiro definitivo; II – ao contrário de patógenos unicelulares, o parasita é multicelular e 

nem todas as proteínas secretadas ou de superfície seriam apresentadas na interface parasita-

hospedeiro, dificultando a seleção in silico; III – apesar da dedução do quadro aberto de 

leitura (ORF – open reading frame) ser útil, os programas tendem a acumular muitos erros, 

especialmente nas extremidades de ORFs que geralmente codificam sinais de secreção, 

devido à splicings alternativos do RNA (DEMARCO; VERJOVSKI-ALMEIDA, 2009). 

Portanto, a seleção de candidatos vacinais para esquistossomose necessita de uma 

melhor caracterização pós-genômica destes antígenos, para isso podemos comparar o nível de 

expressão de muitos genes simultaneamente pela técnica de microarranjo, utilizando o mRNA 

dos diversos estágios do parasita. Utilizando esta abordagem já foram identificados genes 

diferencialmente expressos no estágio de esquistossômulos (DILLON et al., 2006), que é 

considerado o principal alvo do sistema imune no modelo de cercárias irradiadas; os genes 

com diferentes níveis de expressão em vermes adultos machos e fêmeas (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 expressão gênica quando submetidos a diferentes condições experimentais 

(VERJOVSKI-ALMEIDA et al., 2007). 

Outra forma para caracterizar e selecionar antígenos é através dos estudos de proteoma 

que identificam as proteínas mais abundantes em uma amostra por espectometria de massa. 

Esses estudos reconheceram as proteínas secretadas por cercárias envolvidas no mecanismo 

de penetração através da pele e evasão ao sistema imune (CURWEN et al., 2006; HANSELL 

et al., 2008; KNUDSEN et al., 2005) e as proteínas secretadas por ovos, buscando 

correlacioná-las com o desenvolvimento da patologia da doença (CASS et al., 2007). Além 

desses antígenos secretados, utilizando essa técnica, estudou-se a composição protéica do 

tegumento de vermes adultos com diferentes abordagens: proteínas exclusivas de tegumento e 

aquelas presentes em vermes nos quais esta estrutura foi retirada (VAN BALKOM et al., 

2005), proteínas das membranas do tegumento com relação a sua solubilidade em diferentes 

agentes caotrópicos. (BRASCHI et al., 2006), as proteínas do tegumento acessíveis a 

biotinilação, portanto mais expostas em sua superfície (BRASCHI; WILSON, 2006), e as 
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proteínas liberadas pela digestão enzimática da superfície do tegumento de vermes adultos 

vivos (CASTRO-BORGES et al., 2011a). 

 

1.4 Tegumento do Schistosoma mansoni 

 

Os parasitas adultos são recobertos por uma camada sincicial, denominada tegumento, 

a qual é a principal interface parasita hospedeiro. Esse sincício está interligado aos corpos 

celulares por estreitas conexões citoplasmáticas que atravessam as camadas musculares. Nos 

núcleos está situada toda a maquinaria de produção e exportação protéica, composta por 

ribossomos, retículo endoplasmático e complexo de Golgi, que produzem e secretam para o 

sincício dois tipos de vesículas, corpos discóides e vesículas multilaminadas (Figura 4; 

SKELLY; ALAN WILSON, 2006). 

 

Figura 4 – Tegumento do Schistosoma mansoni. 

 

A – Secção transversal de S. mansoni macho adulto. B – Representação do tegumento do parasita 

associado ao corpo celular (sem escala). C – Detalhe das membranas da superfície externa do 

tegumento. BM: membrana basal; DB: corpos discóides; ER: reticulo endoplasmático; G: complexo 

de Golgi; Mc: membranocálice; Mi: mitocôndria; MLV: vesícula multilaminada; Mt: microtúbulo; N: 

núcleo; P: covas; Pm: membrana plasmática; S: espinho; SV: vesículas de transporte; V:vacúolo. 

Fonte: (adaptado de BRASCHI; BORGES; WILSON, 2006). 

 

 

A superfície externa do tegumento apresenta uma estrutura “heptalaminada”, 

considerada uma importante adaptação para a sobrevivência na corrente sanguínea. Esta 

estrutura é composta por duas bicamadas lipídicas: uma membrana plasmática mais interna e 
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um membranocálice secretado mais externo. O membranocálice seria formado pela fusão das 

vesículas multilaminadas, produzidas nos corpos celulares, com a membrana plasmática do 

tegumento. Essa fusão liberaria o conteúdo das vesículas multilaminadas na interface parasita-

hospedeiro e renovaria constantemente a superfície do parasita, seu tempo de meia vida in 

vivo seria de cinco dias (SKELLY; ALAN WILSON, 2006; VAN HELLEMOND et al., 

2006). 

O tegumento está relacionado aos principais mecanismos de evasão ao sistema imune 

do hospedeiro como a digestão dos fatores do complemento (FISHELSON, 1995) e aquisição 

de antígenos do hospedeiro para sua mimetização (SKELLY; ALAN WILSON, 2006). Mas 

essa estrutura também é importante para outros processos fisiológicos do parasita, tais como 

nutrição, modulação da excreção, osmoregulação, recepção sensorial e transdução de sinais, 

demonstrando sua importância para a adaptação e sobrevivência no hospedeiro definitvo e 

constituindo-se, portanto, em uma importante fonte de potenciais candidatos vacinais 

(LOUKAS; TRAN; PEARSON, 2007). 

 

1.5 Ectonucleotidases e nucleotídeo pirofosfatases/fosfosdiesterases 

 

As ectonucleotidases são enzimas que metabolizam nucleotídeos, na maioria das vezes 

elas estão associadas à membrana com seu sítio catalítico voltado para o meio extracelular. 

Mas isoformas solúveis existem, sendo denominadas exonucleotidases. A máxima eficiência 

da atividade catalítica destas proteínas é adaptada para as condições do ambiente extracelular, 

requerendo a presença de cátions divalentes, como cálcio ou magnésio, e pH alcalino. As 

ectonucleotidases atuam no complexo metabolismo nucleotídico de modo orquestrado: várias 

famílias de proteínas, cada uma contendo várias espécies de enzimas semelhantes, hidrolisam 

diversos nucleotídeos extracelulares. Portanto, o mesmo nucleotídeo pode ser hidrolisado por 

diversas enzimas, dependendo do padrão de expressão gênica do tecido ou célula. É provável 

que enzimas pertencentes a diferentes famílias estejam colocalizadas em células individuais 

ou nas superfícies teciduais refutando a antiga idéia de que uma única enzima era responsável 

pela hidrólise de um único substrato (Zimmermann, 2000). 

As ectonucleotidases conhecidas incluem membros das famílias E-NTPDase (“ecto-

nucleosídeo trifosfato difosfohidrolase”), E-NPP (“ectonucleotídeo pirofosfatase/ 

fosfodiesterase”), fosfatases alcalinas e ecto-5’-nucleotidases (ZIMMERMANN, 2000). A 

presença de ectonucleotidases no tegumento de S. mansoni foi demonstrada há muito tempo 

por meio dos estudos de atividade enzimática (CESARI; SIMPSON; EVANS, 1981) e 
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confirmada recentemente pelos estudos de proteoma que identificaram três proteínas: 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 extração 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 epítopos comuns entre elas e a apirase de batata já foram descritos (FARIA-PINTO et 

al., 2010; FARIA-PINTO et al., 2008), porém, não há uma melhor caracterização da NPP 

afora sua identificação. 

As NPPs (do inglês, nucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase) são ectoenzimas 

estruturalmente relacionadas, que in vitro são capazes de hidrolisar ligações pirofosfato, como 

a do ATP, e ligações fosfodiéster, como a de oligonucleotídeos, resultando na liberação de 

nucleosídeos 5’monofosfatados (BOLLEN et al., 2000). Atualmente estão descritas sete 

isoformas de NPPs em seres humanos, numeradas conforme sua ordem de descoberta; todas 

apresentam um domínio catalítico extracelular com aproximadamente 400 resíduos de 

aminoácidos. Além do domínio catalítico, as isoformas NPP4-7 apresentam um peptídeo sinal 

putativo N-terminal e um domínio transmembrana C-terminal. Portanto, são proteínas 

transmembranas do tipo I. As isoformas NPP1 e NPP3 são proteínas transmembranas do tipo 

II, apresentando um domínio transmembrana N-terminal, dois domínios “somatomedin-B 

like” consecutivos, o domínio catalítico e um domínio “nuclease-like” C-terminal. A isoforma 

NPP2 apresenta quase todos os domínios das isoformas NPP1 e NPP3; porém, ao invés do 

domínio transmembrana, apresenta um peptídeo sinal, sendo uma proteína secretada e não 

transmembrana (Figura 5; STEFAN; JANSEN; BOLLEN, 2005). 

Figura 5 – Estrutura das sete NPPs de seres humanos. 

 
Orientação Isoforma 

Tipo II 

Secretada 

Tipo II 

Tipo I 

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

 

 

O sítio catalítico das NPPs possui uma similaridade estrutural muito grande com a 

superfamília das “phospho- or sulfo-coordinating metalloenzymes”, que inclui também as 

fosfatases alcalinas, apresentando estruturas conservadas como resíduos de aminoácidos que 

coordenam a interação com dois metais divalentes essenciais à atividade enzimática e a 

disposição espacial relativa desses metais a importantes resíduos de aminoácidos do sítio 

catalítico. Baseando-se nestas informações foi proposta uma teoria para o mecanismo de 

catálise das NPPs, que aconteceria em duas etapas. Na primeira etapa da catálise, o 

grupamento hidroxila do sítio catalítico treonina, ativado por um dos metais divalente, 

atacaria o grupo fosfato do substrato, resultando na formação de uma estrutura covalente 

intermediária. No segundo passo, uma molécula de água ativada pelo outro metal divalente 

atacaria essa estrutura intermediária, restaurando o sítio catalítico da treonina e liberaria um 

nucleosídeo 5’-monofosfato (GIJSBERS et al., 2001). 

As NPPs atuam na reciclagem de nucleotídeos, no controle dos níveis extracelulares 

de pirofosfato, na estimulação da motilidade celular, na modulação da sinalização de 
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receptores purinégicos e possivelmente estão envolvidas no controle da sinalização dos 

receptores de insulina e na atividade de ecto-quinases. Essas proteínas já foram relacionadas a 

diversos processos biológicos: neurotransmissão, neuroproteção à isquemia e hipóxia, 

regulação das funções cardiovasculares, agregação plaquetária, contração da musculatura lisa, 

secreção de hormônios, modulação da resposta imune e controle da apoptose, da proliferação 

e da diferenciação celular (GODING; GROBBEN; SLEGERS, 2003).  

 

1.6 Sinalização purinérgica 

 

Em 1972, o termo “purinérgico” foi utilizado pela primeira vez por Burnstock para 

descrever a sinalização na qual o ATP era a molécula mensageira extracelular; naquela época 

essa foi uma idéia bastante radical. Desde então, a importância da sinalização purinérgica 

envolvendo não apenas ATP, mas outros nucleotídeos trifosfatados e bifosfatados, tornou-se 

cada vez mais evidente (ABBRACCHIO; BURNSTOCK, 1998). Atualmente, nucleotídeos 

extracelulares são considerados moléculas sinalizadoras autócrinas e parácrinas que modulam 

uma grande variedade de respostas fisiológicas em diversos tecidos de mamíferos. Essa 

sinalização consiste na liberação de nucleotídeos para o meio extracelular, que interagem de 

modo seletivo a receptores específicos; essa ligação desencadeia uma cascata de reações 

bioquímicas variáveis resultando em diversos efeitos fisiológicos (GOUNARIS; SELKIRK, 

2005). 

Os nucleotídeos sinalizadores podem ser secretados de modo regular, ou podem ser 

liberados por estimulação mecânica, haja vista que danos teciduais resultam em liberação 

massiva para os fluidos extracelulares; desse modo, nucleotídeos extracelulares são ativadores 

arquetípicos do sistema imune inato. Nas células hematopoiéticas, em específico, os 

receptores nucleotídicos estimulam diversas ações, incluindo: agregação plaquetária e 

liberação de mediadores; degranulação de mastócitos, neutrófilos e eosinófilos; produção de 

citocinas por células T, monócitos e macrófagos; ativação e diferenciação de células 

dendríticas (GOUNARIS; SELKIRK, 2005). 

Os receptores da sinalização purinérgica são específicos e podem ser de dois tipos, P1 

ou P2. Os receptores P1 são acoplados a proteína G e apresentam quatro subtipos que são 

ativados pela adenosina. Enquanto os receptores P2 apresentam 2 subtipos: receptores P2X, 

específico para ATP, e receptores P2Y ativados por ATP, ADP, UTP, UDP, ITP e açucares 

nucleotídicos. Os receptores P2X são canais iônicos regulados pelo nucleotídeo ligante, 

enquanto receptores P2Y são receptores acoplados a proteína G (SANSOM; ROBSON; 
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HARTLAND, 2008). Regulando a concentração extracelular dos nucleotídeos extracelulares 

por meio de sua hidrólise, as ectonucleotidases são capazes de modular a sinalização 

punérgica. As NTPDases e as NPPs hidrolizam nucleosídeos 5’-trifosfatados e 5’-difosfatados 

liberando um grupamento fosfato inorgânico, enquanto as fosfatases alcalinas e as 5’-

nucleotidases convertem o nucleotídeo em nucleosídeo. No entanto, enquanto as 5’-

nucleotidases hidrolisam apenas nucleotídeos monofosfatados, as fosfatases alcalinas 

produzem nucleosídeos a partir de nucleotídeos mono, di e trifosfatados (Figura 6. 

ZIMMERMANN, 2000) 

 

Figura 6 – Produtos da hidrólise do ATP pelas ectonucleotidases e seus respectivos 

receptores purinérgicos. 

 

 

E-NTPDase – ecto-nucleosídeo trifosfato difosfohidrolase; E-NPP – ectonucleotídeo 

pirofosfatase/fosfodiesterase; Ecto-5’-NT – ecto-5’-nucleotidase; AP – fosfatase alcalina. 

Fonte:  (adaptado de FIELDS; BURNSTOCK, 2006). 

 

 

Já foi hipotetizado que a expressão destas ectonucleotidases na interface parasita-

hospedeiro foi provavelmente uma adaptação evolutiva dos parasitas selecionada para alterar 

a disponibilidade e a concentração local de nucleotídeos extracelulares, visando regular a 

ativação de receptores purinérgicos e a resposta inflamatória subsequente. Essa estratégia 
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seria vantajosa para parasitas hematófagos, patógenos que causam danos aos tecidos ou 

espécies que residam no sistema vascular, pois inibiria a agregação plaquetária e a 

subsequente liberação de nucleotídeos pró-inflamatórios. Esta seria, portanto, uma 

característica conservada evolutivamente e subestimada em diversos organismos infecciosos, 

como por exemplo, o Schistosoma (GOUNARIS; SELKIRK, 2005). 
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2 CONCLUSÃO 

 

Nesse trabalho foram identificadas quatro nucleotídeo pirofosfatases/fosfodiesterases 

no genoma do S. manoni. Verificamos que duas dessas proteínas apresentavam-se mais 

expressas nos estágios intramamíferos, sendo provavelmente importantes para adaptação e 

sobrevivência do parasita. As proteínas foram expressas de modo heterólogo em E. coli, mas 

não apresentaram atividade enzimática. Conseguimos produzir um anticorpo específico contra 

a SmNPP-5a, o qual foi utilizado para realizar a caracterização desta enzima como uma 

glicoproteína associada as membranas do tegumento do parasita, que são produzidas e 

secretadas para sua superfície durante a transformação cercariana no processo de infecção. 

Também demonstramos que essa proteína estaria acessível ao sistema imune do hospedeiro, 

pois conseguimos inibir parcialmente sua atividade enzimática em parasitas vivos incubando-

os com anticorpos. Essas características fizeram da SmNPP-5a um promissor antígeno 

vacinal. Por último foram feitos ensaiosde hibridização in situ e observado que as smnpps têm 

sua expressão associada aos tecidos reprodutores de parasitas adultos. Esses dados abriram 

novas perspepctivas de estudos visando elucidar melhor a relação e a função destas proteínas 

com a reprodução do S. mansoni para se entender melhor o papel destas enzimas na biologia 

do parasita. 

Em uma segunda parte do projeto nós avaliamos como antígenos vacinais, não apenas 

a SmNPP-5a que apresentou características 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 SmATPDAse. A SmFA 

foi a proteína mais imunogênica das três, induzindo uma resposta predominantemente Th2, 

com altos níveis de IgG1 associados a uma maior expresão das citocinas pró-inflamatórias 

TNF-α e IL-17. A despeito de somente a imunização desta proteína na formulação utilizada 

não ser capaz de induzir proteção nos camundongos infectados, sua associação a um 

tratamento com doses subcurativas de praziquantel tornou-a efetiva. Tanto a SmNPP-5a 

quanto a SmNTPDase apresentraram baixa imunogenicidade na formulação utilizadas e não 

foram capazes de conferir proteção aos animais imunizados, mesmo quando associados ao 

tratamento com praziquantel. A SmNPP-5a apresentou uma resposta imune caracterizada pela 

maior expressão relativa da citocina reguladora TGF-, enquanto a SmATPDase induziu uma 

resposta predominantmente Th2. Esses dados demonstram que a SmFA é a nucleotidase do 

tegumento mais promissora como candidato vacinal e advoga por novos estudos, visando 
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otimizar sua expressão e tornar seu enovelamento mais próximo da proteína nativa, para sua 

avaliação como antígeno vacinal com diferentes adjuvantes e protocolos de imunização. 

Os resultados indicaram que a SmFA possa vir a ser utilizada em uma vacina 

composta por um coquetel de antígenos, principalmente se as outras proteínas que compõe o 

coquetel induzirem uma resposta imune que possui como alvo o tegumento do parasita. Esses 

dados destacam ainda a importância de investigar diferentes regimes de imunização 

associados com agentes quimioterápicos. 

 



*De acordo com:  

  ASSOCIAÇÃO BRASILEIRA DE NORMAS TÉCNICA. NBR 6023: informação e documentação:  

  referências: elaboração. Rio de Janeiro, 2002. 
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