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RESUMO 

ARAUJO-MONTOYA, B.O. Investigação da Carboxipeptidase, Esfingomielinase e 
Fosfatase Alcalina de Schistosoma mansoni como potenciais antígenos. 2011. 100 f. Tese 
(Doutorado em Biotecnologia) - Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São 
Paulo, São Paulo, 2011. 
 
A esquistossomose representa um grande problema em saúde pública, embora negligenciada 

pelas grandes empresas farmacéuticas. Três genes foram selecionados a partir do 

transcriptoma do S. mansoni pela possibilidade de estarem presentes na interface parasita-

hospedeiro e portanto pelo potencial de serem usados como vacinas. Foi feita uma 

caracterização molecular destas proteínas no parasita e uma avaliação preliminar do potencial 

protetor no modelo murino. O gene da Carboxipeptidase apresentou altos níveis de transcrição 

relativa no estágio de cercária, e expressão variável nos estágios intra-hospedeiros. A proteína 

recombinante renaturada em condições controladas apresentou baixa atividade e nenhum 

efeito protetor em ensaios de desafio. O gene da Esfingomielinase apresentou alto nível 

transcricional relativo em ovos, e a proteína é expressa em baixos níveis em todos os estágios 

exceto em esquistossômulo de 7 dias e em fêmeas. Provavelmente por estas características, a 

proteína não apresentou potencial protetor em ensaios de desafio. O gene da Fosfatase 

Alcalina apresentou elevada transcrição relativa em cercária, mas a expressão da proteína se 

eleva somente no estágio seguinte de esquistossômulo, tornando-se a primeira evidencia de 

“transcrição antecipada” em um estágio para ser utilizado exclusivamente no seguinte. A 

proteína é N-glicosilada em todos os estágios analisados, sendo também hipotéticamente O-

glicosilada únicamente no estágio de ovos. Experimentos de imunolocalização demonstraram 

que a Fosfatase Alcalina está localizada no tegumento e demais tecidos nos adultos, e mostrou 

ser acessível ao substrato num ensaio de atividade na superfície em parasitas vivos. A 

imunização de camundongos com Fosfatase Alcalina recombinante não levou à redução da 

carga parasitária após desafio. Estes resultados demonstram que diversas características de um 

antígeno são importantes para que seja um bom candidato vacinal.  

 
Palavras-chave: Schistosoma mansoni. Carboxipeptidase. Esfingomielinase. Fosfatase 
Alcalina. Proteínas recombinantes. Caracterização molecular. Vacina. Imunolocalização.  



 

ABSTRACT 

ARAUJO-MONTOYA, B.O. Investigation of Carboxypeptidase, Sphingomyelinase and 
Alkaline Phosphatase from Schistosoma mansoni as potential vaccine candidates. 2011. 
100 p. Ph.D. thesis (Biotechnology) - Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São 
Paulo, São Paulo, 2011. 
 
Schistosomiasis is an important disease in public health but neglected by most of the 

pharmaceutical companies. Three genes were selected from S. mansoni transcriptome to be 

investigated at the host-parasite interface with further potential to be used as vaccines. A 

biological characterization was performed with these three proteins and a preliminary their 

immunoprotective potential. The Carboxypeptidase gene showed high levels of transcriptional 

activity in the cercariae stage, and variable expression in the intra-host stages; the 

recombinant protein showed very low levels of activity when refolded under controlled 

conditions and no protection effect in challenge assays. The Sphingomyelinase gene showed 

the highest level of transcriptional activity in the egg stage, and the protein is expressed in all 

stages but 7-day old schistosomula and females. Probably due to these characteristics, no 

protective potential was observed in challenge assays. The Alkaline Phosphatase gene showed 

a high transcriptional activity in cercariae stage, translated into protein as soon as it penetrates 

its definitive host. This would be the first evidence of an “anticipated transcription” in one 

stage to be readily used up in the next one. This protein is N-glycosylated in all stages 

analyzed, presenting an additional hypothetical O-glycosylation exclusively in egg stage. It is 

localized in the tegument and other tissues in adults, and showed accessibility to the substrate 

when surface activity was assayed. Immunization of mice with the recombinant Alkaline 

Phosphatase did not show reduction in worm burden recovery after challenge. These results 

demonstrate that several characteristics of an antigen are important for it to be considered a 

good vaccine candidate. 

 

 
Key-words: Schistosoma mansoni. Carboxypeptidase. Sphingomyelinase. Alkaline 
Phosphatase. Recombinant proteins. Molecular characterization. Vaccine. 
Immunolocalization. Refolding. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
1.1 A DOENÇA 
 

A esquistossomose é uma doença parasitária que afeta mais de 200 milhões de pessoas 

em 74 países na África, Oriente Médio, América do Sul, incluindo o Brasil (Figura 1) e 

Sudeste da Ásia (BERGQUIST et al., 2002). Existem 600 milhões de pessoas em área de 

risco da doença (BERGQUIST et al., 2002), 120 milhões são sintomáticas e 20 milhões 

sofrem da forma severa da doença, que causa cerca de 200 000 mortes por ano na região do 

Sahara, na Africa (WHO, 2008). No Brasil acredita-se haver 6 milhões de pessoas afetadas 

pela doença incluindo os estados do Norte (Pará e Rondônia), todos os estados do Nordeste, 

Sudeste, Estados do Sul (Paraná e Santa Catarina) e do Centro-Oeste (Goiás e Distrito 

Federal) (AMARAL et al., 2006), com aproximadamente 12 500 novos casos positivos da 

doença ocorrendo cerca de 500 mortes no país por ano (Ministerio da Saúde do Brasil, 2008). 

Em São Paulo, nos últimos dez anos foram notificados mais de duzentos mil casos. A maioria 

desses casos foi classificada como importados, sendo apenas 10% do total classificados como 

autóctones (Divisão de Orientação Técnica - DOT – SUCEN, 2002). Há também evidências 

recentes de que as infecções com o esquistossômo podem influenciar a etiologia e transmissão 

do HIV/AIDS, tuberculose e malária, e vice-versa (MCMANUS; LOUKAS, 2008). 

 

 
Figura 1.  Distribuição da esquistossomose no mundo. As áreas coloreadas indicam a presença de 

distintas espécies do gênero Schistosoma no mundo. Fonte: (GRYSEELS et al., 2006) . 
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A doença em humanos é causada por 6 espécies do gênero Schistosoma: S. mansoni, S. 

japonicum, S. haematobium, S. mekongi, S. intercalatum e S. malayensis, sendo as três 

primeiras espécies aquelas com maior incidência em saúde pública. Na América do Sul, 

apenas o Schistosoma mansoni constitui problema de saúde pública (AMARAL et al., 2006). 

 
Figura 2.  Ciclos de vida do S. mansoni, S. japonicum e S. haematobium. Esquema representativo 

do ciclo de vida das três principais espécies do gênero Schistosoma nos hospedeiros 
intermediário (caramujo) e definitivo (homem). Fonte: modificado de (MCMANUS; 
LOUKAS, 2008) 
 

O ciclo de vida do Schistosoma consiste em uma fase assexuada de crescimento e 

diferenciação em um caramujo hospedeiro, seguida pela infecção no hospedeiro definitivo, o 

homem, no qual a fase sexuada do ciclo ocorre (Figura 2).  

Dentro do hospedeiro humano, o esquistossômulo migra do seu ponto de entrada 

natural (a pele) para os pulmões e depois para o fígado, onde os jovens esquistossômulos 

maturam. Após atingirem a maturidade sexual, pares de S. mansoni adultos (macho e fêmea) 

cruzam e produzem ovos dentro das vênulas do mesentério (a fêmea chega a produzir 

aproximadamente 400 ovos por dia) que são excretados nas fezes, caindo finalmente em 
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corpos de agua aonde é liberado o miracídio, que ao encontrar o caramujo re-começa o ciclo 

de vida. No entanto, há alguns ovos que não conseguem ser eliminados nas fezes, pois ficam 

presos dentro dos órgãos viscerais como o fígado, o que resulta na formação de granulomas, 

fibrose extensiva e morte em infecções severas (HOTA-MITCHELL et al., 1999). Além 

disso, os casais são capazes de se manter no sistema sangüíneo por décadas, sem serem 

eliminados pelo sistema imune (VAN BALKOM et al., 2005). O potencial reprodutivo teórico 

de um casal é de 600 bilhões de ovos (GRYSEELS et al., 2006). 

A esquistossomose possui duas fases, a aguda e a crônica. Durante a fase aguda, a 

penetração percutânea das cercárias pode provocar uma urticária temporária que persiste 

varios dias como lesões papulo-pruriginosas, especialmente após infecções primárias como 

ocorre com turistas e imigrantes. A esquistossomose aguda em si (febre de Katayama) é uma 

reação de sensibilidade sistémica contra os esquistossômulos durante a sua migração, 

ocorrendo de umas semanas a alguns meses após uma infecção primária. A doença se 

manifesta repentinamente com sintomas como febre, mialgia, mal-estar, tosse, eosinofilia e 

regiões de infiltração em radiografias de tórax. A maioria dos pacientes se recupera 

espontâneamente entre 2 a 10 semanas, embora alguns desenvolvam uma patologia mais 

severa, incluindo perda de peso, dispneia, diarreia, dor abdominal, toxemia, 

hepatoesplenomegalia e erupção cutânea generalizada. Por sua vez, na esquistossomose 

crônica, as lesões principais não são causadas pelos parasitas adultos, mas pelos ovos, que 

estão impossibilitados de atravessar os tecidos durante a migração perivesicular ou 

periintestinal, ou mesmo depois de embolização no fígado, baço, pulmões ou SNC. Os ovos 

secretam enzimas proteolíticas que provocam as típicas reações eosinofílicas, inflamatórias e 

granulomatosas, que são progressivamente substituidos por depósitos fibróticos (Figura 3) 

(GRYSEELS et al., 2006). Estes gradualmente bloqueiam o sistema porta-hepático, gerando 

hipertensão portal e, em casos graves, podem chegar a ser fatais. A sintomatologia da fase 

crônica é devida, de fato, à própria resposta imune dependente de célula T do hospedeiro, a 

qual é direcionada contra os ovos presos nos tecidos (MCMANUS; LOUKAS, 2008).  

Dada a natureza crônica da esquistossomose, pela qual muitas vezes não chega a ser 

reconhecida nos estágios iniciais, acaba tornando-se uma verdadeira ameaça para o 

desenvolvimento, incapacitando os indivíduos na fase mais produtiva das suas vidas 

(ENGELS et al., 2002). As crianças são especialmente vulneráveis à esquistossomose; 

crianças infectadas em etapa escolar são freqüentemente afetadas, tanto física quanto 

intelectualmente, por anemia crônica, ocasionando déficit de atenção e ausência escolar 

(FENWICK et al., 2003). A esquistossomose é uma das dez doenças tropicais assinaladas 
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para controle pelo Programa Especial de Pesquisa e Treinamento em Doenças Tropicais 

(TDR) da ONU/Banco Mundial/OMS (MOREL, 2000). Na atualidade, a estratégia para o 

controle da esquistossomose está principalmente baseada no tratamento por quimioterápicos 

efetivos e seguros (HARDER, 2002). O praziquantel, ativo contra todas as espécies de 

esquistossomo, é o fármaco de maior uso. No entanto, entre as suas limitações, está o efeito 

nulo em ovos e parasitas imaturos (GRYSEELS et al., 2006); e que apesar de eficiente, não 

previne a reinfecção após o tratamento (BERGQUIST et al., 2002; MCMANUS; LOUKAS, 

2008), uma vez que nas zonas endêmicas onde houve um tratamento quimioterápico em 

massa, a prevalência retorna rápidamente ao seu nível normal (MCMANUS; LOUKAS, 

2008). Existe ainda um risco associado a este tratamento a longo prazo e contínuo, qual seja a 

seleção de linhagens resistentes a esta droga (AL-SHERBINY et al., 2003; WILSON; 

COULSON, 1999), como já foi reportada no laboratório por Fallon e Doenhoff (1994), e no 

campo pela primeira vez no Brasil por Katz et al. (1973). Há alguns anos foi reportado o caso 

de um viajante infetado com uma potencial cepa resistente a pelo menos três doses de 

praziquantel, o que evidencia ainda mais o possível desenvolvimento da resistência (LAWN; 

LUCAS; CHIODINI, 2003). Adicionalmente, como a manifestação imediata da 

esquistossomose para a maioria das pessoas é indeterminada, os indivíduos afetados não têm 

conhecimento algum da carga acumulativa de vermes que causam uma sintomatologia tardia, 

evidenciada somente após vários anos, para a qual o tratamento com praziquantel pouco ou 

nada pode fazer (WILSON; COULSON, 1999). 

 
Figura 3. Patologia da esquistossomose. A) Granuloma agudo ao redor de ovo de S. mansoni em 

infecção experimental de camundongo contendo muitas células, principalmente eosinófilos 
e linfócitos, e alguns macrófagos; as grandes células vermelhas são hepatócitos murinos 
intactos. B) Granuloma crônico ao redor dos restos de um ovo en fígado murino com tecido 
fibrótico dominante (corado em azul). Fonte: (GRYSEELS et al., 2006) 
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1.2 IMPORTÂNCIA DO DESENVOLVIMENTO DE UMA VACINA 
 

O principal argumento e evidência para o desenvolvimento de uma vacina está na 

demonstração, de acordo com dados imunoepidemiológicos coletados nos últimos 20 anos, de 

que humanos adquirem resistência à reinfecção dependente da idade (AL-SHERBINY et al., 

2003; BUTTERWORTH et al., 1985; ROSS et al., 2000; WILKINS et al., 1987). Tal 

imunidade adquirida foi demonstrada para S. mansoni no Quênia, Uganda e no Brasil (ROSS 

et al., 2000). Esta imunidade protetora parcial, em humanos expostos, tornaria uma vacina um 

complemento lógico à quimioterapia (BERGQUIST; COLLEY, 1998), uma vez que as 

vacinas representam os meios mais efetivos para o controle das doenças causadas pelos 

agentes infecciosos (WILSON; COULSON, 1999). Adicionalmente, as vacinas desenvolvidas 

protegeriam o indivíduo da infecção inicial, reduzindo a patologia associada ao granuloma 

causado pela deposição de ovos (REYNOLDS; DAHL; HARN, 1994) e prevendo o 

desenvolvimento de linhagens resistentes (GRANDI, 2003), pelo qual é importante entender 

melhor os mecanismos imunes através dos quais esta imunidade torna-se possível 

(MCMANUS; LOUKAS, 2008).  

Diversos estudos feitos em animais revelaram a eficácia protetora da vacina 

desenvolvida com o parasita atenuado, a cercária irradiada, a qual induziu 80% de proteção 

quando utilizada no modelo murino de infecção (COULSON; WILSON, 1997; HSU; HSU; 

BURMEISTER, 1981), 86%  em testes com babuínos (KARIUKI et al., 2004) e 39% na 

redução na carga de ovos em chimpanzés (EBERL et al., 2001) pelo qual é considerada 

atualmente o “gold standard” (HEWITSON; HAMBLIN; MOUNTFORD, 2005). Apesar 

disso, o uso deste tipo de vacina em humanos teria um risco muito grande associado à 

possível reversão da condição de parasita atenuado uma vez dentro do hospedeiro humano, o 

que poderia levar ao desenvolvimento da doença, além da impossibilidade de produzir esta 

vacina em larga escala e a patogenia associada à própria imunização com a vacina atenuada 

(HAGAN; SHARAF, 2003). De maneira complementar aos estudos com vacina de cercária 

irradiada em animais, há evidência de autocura baseada na resposta imune em modelos 

animais que são naturalmente resistentes à infecção, como a observada em Macaca mulata, 

Rattus norvegicus (WILSON; COULSON, 2009) e Macacus rhesus (WILSON et al., 2008). 

Além disto, existem vacinas recombinantes contra helmintos de uso veterinário que 

estão sendo usadas com relativo sucesso, como a vacina contra Taenia ovis e Echinococcus 

granulosus (DALTON; MULCAHY, 2001). É importante destacar que a vacina Na-ASP-2 
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contra o nematelminto Necator americanus passou recentemente por ensaios fase 1 de testes 

clínicos em humanos (BETHONY et al., 2008). 

Com todas estas evidências, o verdadeiro desafio na busca por uma vacina é identificar 

os candidatos vacinais ideais que induzam uma resposta imune no hospedeiro, desenvolvendo 

assim um mecanismo de resistência eficaz diante da infecção natural com o parasita (YANG 

et al., 2000). O candidato ideal deve possuir certas características básicas, como ser 

importante no ciclo de vida do parasita; estar, dentro do possível, exposto ao sistema imune 

do hospedeiro e não causar reações cruzadas com proteínas do hospedeiro (HOTA-

MITCHELL et al., 1999).  

Em 1994, a OMS selecionou seis antígenos vacinais para testes independentes 

(BERGQUIST, 1995). A maioria dos antígenos propostos, no entanto, era constituída por 

proteínas de músculo e enzimas (AL-SHERBINY et al., 2003). Estes antígenos incluíam: 

glutationa-S-tranferase (Sm28/GST), paramiosina (Sm97), triose fosfato isomerase (TPI), um 

antígeno integral de membrana (Sm23), a vacina irradiada N° 5 (IrV5) e uma proteína de 

ligação a ácidos graxos (Sm14) (BERGQUIST et al., 2002). Como nenhum destes antígenos 

atingiu a proteção mínima estabelecida de 40% em ensaios independentes, a busca de novos 

candidatos vacinais deve continuar (BERGQUIST, 1998), sendo muito provável que uma 

futura vacina seja composta por mais que uma proteína do parasita, devido ao fato que o 

verme apresenta uma série de antígenos no momento de penetrar a pele e outros durante o 

caminho percorrido até chegar aos pulmões. 

 

1.3 ABORDAGENS ATUAIS NA BUSCA DO CANDIDATO IDEAL 
 
1.3.1 Transcriptoma e genoma funcionais 

 
Em outubro de 2003, as informações gênicas disponíveis até aquele momento sobre o 

S. mansoni foram incrementadas substancialmente com os dados gerados pelo estudo de seu 

transcriptoma (VERJOVSKI-ALMEIDA et al., 2003). Esta nova base de dados mudou 

totalmente a visão e conhecimento que anteriormente existia sobre este parasita. 

Aproximadamente 125.000 EST’s foram geradas e sua análise revelou que 77% 

representavam novos fragmentos do S. mansoni, (1%) novos parálogos, (20%) novos 

ortólogos e (55%) fragmentos sem função conhecida, predizendo uma estimativa de 

aproximadamente 14.000 genes no total. Uma média de 7.200 genes seriam expressos no 

estágio de verme adulto, sugerindo que cerca de 50% do total de genes seria propriamente 

expresso neste estágio. 
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Concomitantemente com estes dados, gerou-se uma outra base de dados do parasita 

filogeneticamente relacionado, o Schistosoma japonicum,  com aproximadamente  43.000 

EST’s correspondendo a aproximadamente 13.000 genes, dos quais 37% não tinham 

similaridade com outros genes conhecidos e 75% não haviam sido reportados ainda para este 

verme (HU et al., 2003). A análise destes transcriptomas permite uma boa base para o 

entendimento dos mecanismos moleculares envolvidos na nutrição e metabolismo do 

esquistossoma, desenvolvimento dependente do hospedeiro (maturação), evasão imune e 

evolução dos invertebrados (HU et al., 2004). 

O genoma do S. mansoni, publicado recentemente (BERRIMAN et al., 2009), possui 

363 Mb, codificando ao menos 11 809 genes, apresenta características tais como uma 

distribuição inusual no tamanho dos íntrons e contendo novas famílias de genes micro-

exônicos que exibem atividade de “splicing” alternativo. Este trabalho definitivamente 

constituiu-se como o primeiro genoma de um trematóide a ser seqüenciado.  

Paralelamente ao genoma do S. mansoni foi também publicado o genoma do S. 

japonicum (ZHOU et al., 2009), o qual possuim 397 Mb, constituido por  um total de 13 469 

genes codificadores de proteína. O genoma é relativamente grande, com uma baixa densidade 

génica em comparação com outros invertebrados e foram identificados aproximadamente 557 

mil SNPs, com uma densidade media de 1.4 SNPs por kilobase. 

Uma característica que chama a atenção deste trabalho é a observação de que o S. 

japonicum compartilha muito mais ortólogos com vertebrados como Homo sapiens (4324 

pares), que com Ecdysozoarios, como Caenorhabditis elegans (3282), a pesar que os 

Ecdysozoa e Lophotrocozoa estão filogenéticamente mais próximas. Isto constituiria uma 

clara evidência de evolução convergente com o hospedeiro, o qual é um fator a tomar em 

conta no desenho de vacinas. 

A informação obtida a partir dos trabalhos de seqüenciamento e decodificação dos 

genes é utilizada para determinar a estrutura e função das proteínas, as quais levam a um 

amplo entendimento das doenças (DALTON et al., 2003), assim como ao melhoramento do 

diagnóstico e conhecimento das bases que governam as interações hospedeiro-parasita (EL-

SAYED et al., 2004). Estes dados em conjunto direcionam a pesquisa de novos alvos de 

drogas e candidatos vacinais contra numerosos patógenos (ASHTON; CURWEN; WILSON, 

2001; BUTLER, 2005; DALTON et al., 2003; EL-SAYED et al., 2004). Os dados dos 

projetos genoma dos parasitas e projetos de ESTs, junto com as análises de bioinformática 

(GRANDI, 2003), ajudam na identificação de famílias inteiras de genes por meio da 

mineração de dados, tanto pelas buscas de “Gene Ontology” (Ontogênia de Genes), quanto 
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pelas buscas tradicionais de seqüências homólogas (DALTON et al., 2003). É através desta 

análise da seqüência genômica que são selecionados candidatos vacinais, como já foi feita 

para Neisseria meningitidis (PIZZA et al., 2000) e Streptococcus pneumoniae (WIZEMANN 

et al., 2001). A metodologia utilizada para estes trabalhos foi obter a seqüência completa do 

genoma, para em seguida, a partir da análise de bioinformática, identificar aqueles genes que 

potencialmente codificavam proteínas novas exportadas e/ou expostas na superfície do 

patógeno. Estas proteínas foram expressas em sistemas heterólogos (E. coli) mediante 

técnicas de DNA recombinante, para finalmente ser utilizadas como imunógenos em 

camundongos e avaliar a indução de resposta imune correlacionada com proteção.  

A predição de candidatos vacinais utilizando ferramentas de bioinformática somente 

pode ser validada com a análise funcional de cada gene, identificando assim os candidatos 

mais importantes no desenvolvimento de uma vacina (MCMANUS et al., 2004). 

 

1.3.2 Abordagens adicionais: microarranjo, proteoma e glicoma 
 

Existem duas abordagens adicionais na busca por candidatos vacinais, além da 

genómica funcional e vacinologia reversa. Uma delas é o microarranjo de RNA, mediante a 

qual os níveis de expressão de mRNA entre varios estágios são medidos usando milhares de 

seqüências de mRNA únicas, as quais são detectadas usando sondas marcadas. Desta maneira, 

é possível saber a expressão relativa de vários genes em um estágio determinado do ciclo de 

vida em comparação com outros estágios, podendo ter uma noção da importância do gene. 

Assim foram identificados genes diferencialmente expressos em estágio de esquistossômulo, 

os quais consideram-se ser bons candidatos vacinais (DILLON et al., 2006), também usado 

para estudar o transcriptoma de adultos (VERJOVSKI-ALMEIDA et al., 2007).  

A seguinte abordagem é o uso da proteômica, a qual permite identificar com muita 

precisão as proteínas que são, de fato, expressas em quaisquer estágios e principalmente, na 

interface parasita hospedeiro. Assim, já foram estudadas as secreções de cercárias durante a 

penetração pela pele (CURWEN et al., 2006; DVORAK et al., 2008; HANSELL et al., 2008; 

KNUDSEN et al., 2005); as proteínas encontradas na interface parasita-hospedeiro, 

específicamente proteínas de tegumento (BRASCHI; BORGES; WILSON, 2006; BRASCHI; 

WILSON, 2006; VAN BALKOM et al., 2005) e proteínas de ovos para entender melhor a 

interação do verdadeiro patógeno com o hospedeiro (CASS et al., 2007; MATHIESON; 

WILSON, 2010).  
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Recentemente, tem havido uma nova vertente de pesquisa com a finalidade de 

identificar importantes epitopes de natureza oligosacarídica presentes em muitas estruturas do 

parasita intra-hospedeiro. O glicoma tem sido aplicado especialmente para o estudo de 

epítopos sacarídicos em estágio de ovos e cercariais, que estariam hipotéticamente envolvidos 

na interação com o hospedeiro (JANG-LEE et al., 2007); e no estudo das diferenças de 

glicosilação entre proteínas de adulto, cercárias e ovos (KHOO; HUANG; LEE, 2001). 

Em conjunto, estas distintas abordagens permitem obter informações valiosas sobre a 

fisiologia do parasita e acima de tudo, ajudam a definir melhor que candidatos deveriam ser 

utilizados na indução de resposta imune apropriada no hospedeiro. Uma vez que esta 

estratégia de desenho vacinal segue um fluxo informacional diferente ao convencional, é que 

foi chamada de “Vacinologia reversa”. 

 

1.3.3 O tegumento e gastrodermis como fontes de alvos vacinais 
 
O tegumento é uma estrutura sincicial, própria dos platelmintos, que se extende pela 

superfície do parasita e está presente nos estágios intrahospedeiro. Durante a penetração da 

cercária na pele, o tegumento desta passa de uma estrutura “trilaminar” a uma “heptalaminar”, 

em referência às observações iniciais do tegumento feitas com microscopia eletrônica 

(HOCKLEY; MCLAREN, 1973) que indicavam a aparição de uma camada bilipídica 

adicional que se desenvolve completamente até umas 24 h após a transformação em 

esquistossômulo, o membranocálice (Figura 4). Esta estrutura está em contato contínuo com o 

sistema imune do hospedeiro e por isso em constante processo de renovação [ou comummente 

chamado de “turnover”, (KUSEL; MACKENZIE; MCLAREN, 1975; WILSON; BARNES, 

1977)]. Este “turnover” representa uma adaptação do parasita à vida dentro do hospedeiro, 

pois é uma estratégia para evadir o sistema imune do hospedeiro, liberando alguns antígenos 

ao meio durante a renovação do tegumento. Entre outras estratégias, estão também a 

acquisição de moléculas do hospedeiro, ou mimetismo molecular; a variação antigênica 

(ZHANG et al., 2011) e a imunomodulação da resposta imune do hospedeiro, a qual tem sido 

amplamente documentada (DENG et al., 2003; PLEASS; KUSEL; WOOF, 2000; SALZET; 

CAPRON; STEFANO, 2000). 
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Figura 4. Representação esquemática do tegumento de S. mansoni. Mc, membranocálice; MP, 

membrana plasmática; C, cavidade; VML, vesícula multilamelar; CD, corpo discoide; Mt, 
microtúbulo; MB, membrana basal; Mi, mitocondria; VS, vesícula secretora; V, vesícula; 
N, núcleo; RE, retículo endoplasmático; G, complexo de Golgi. Fonte: modificado de 
(BRASCHI; BORGES; WILSON, 2006; WILSON; BARNES, 1974) 

 

Esta estrutura também está envolvida em diversos processos fisiológicos como 

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

ficando evidente sua importância para a sobrevivência e adaptação do parasita ao hospedeiro 

definitivo (LOUKAS; TRAN; PEARSON, 2007). 

Outra estrutura importante que está atualmente sendo cada vez mais estudada é o 

intestino ou “gut”, que está  revestido pela gastrodermis. Esta estrutura é de natureza sincicial, 

similar ao tegumento, no entanto, tem a função de absorver nutrientes, apontando uma 

diferenciação típica digestiva-absortiva para este tecido em particular (Figura 5). 

A gastrodermis tem sido extensivamente estudada, principalmente no referente às suas 

enzimas digestivas secretadas. A enzima mais conhecida desta estrutura é a cisteino-protease 

catepsina B, também conhecida como Sm31. Foi descoberta inicialmente como um potente 

imunôgeno e sua localização na gastrodermis foi demonstrada mediante técnicas 

histoquímicas (SKELLY; SHOEMAKER, 2001) 
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Figura 5.  Esquema representativo de uma seção da gastrodermis sincicial de S. mansoni. 

 Fonte:  Modificado de (DALTON; SKELLY; HALTON, 2003) 
 

Atualmente existe um grande interesse no estudo destas estruturas no nível molecular, 

pois são estas as partes do parasita que são “vistas” pelo sistema imune durante a infecção, e 

um melhor entendimento da organização e funcionamento destes órgãos pode levar a ter uma 

visão mais certera na escolha dos candidatos vacinais. 

 

1.4 A RESPOSTA IMUNE IDEAL 
 

Uma das dificuldades na pesquisa de uma vacina contra a esquistossomose é a 

carência de um consenso sobre qual é o tipo de resposta imune a ser gerada (AL-SHERBINY 

et al., 2003). Os estudos em humanos sobre a proteção contra a infecção pelo S. mansoni 

evidenciou o envolvimento dos mecanismos de resposta imune humoral e celular 

(BERGQUIST et al., 2002; RIBEIRO DE JESUS et al., 2000). A IgE específica, interagindo 

com eosinófilos e células fagocíticas demonstrou ser efetiva na eliminação do 

esquistossômulo in vitro, o que pode ser um importante mecanismo de defesa na pele, onde 

estes tipos celulares estão presentes no momento da penetração da cercária (RIBEIRO DE 

JESUS et al., 2000). Estudos posteriores de correlações epidemiológicas em humanos 

sugerem sólidamente a IgE como uma das chaves na imunidade protetora (CAPRON; 

CAPRON; RIVEAU, 2002), razão pela qual pacientes com altos níveis de respostas Th2 são 

menos suscetíveis a se reinfectarem (SECOR, 2005).  
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Um estudo com uma população senegalesa exposta recentemente a S. mansoni e 

tratada com praziquantel revelou dados interessantes entre respostas de anticorpo específicas e 

resistência à reinfecção. Observou-se que houve um incremento no nível de anticorpos 

específicos contra antígeno solúvel de adulto seis semanas após o tratamento, enquanto as 

respostas de anticorpos contra ovos não foi alterada. O dado mais impactante do trabalho foi 

uma clara associação entre a aparição de anticorpos do subtipo IgA contra antígeno solúvel de 

adulto e resistência à reinfecção, a qual por sua vez, estava relacionada com a idade, 

sugerindo que o desenvolvimento de respostas imunes protetoras é dependente da idade 

(VEREECKEN et al., 2007). 

 No modelo murino, como já foi mencionado anteriormente, os estudos com candidatos 

vacinais têm como paradigma a imunidade protetora induzida no camundongo pela vacinação 

com cercária irradiada, onde o número de vermes pode ser reduzido em até 90% em 

comparação com camundongos não vacinados, contando com uma ativa participação das 

células T, e sem causar os sintomas patológicos próprios da esquistossomose (RICHTER; 

HARN; MATUSCHKA, 1995). A vacinação com cercária irradiada com uma dose, no 

modelo murino, induz a acumulação de células T produtoras de IFN-, tanto na pele quanto 

nos nodos linfáticos drenadores da pele (KUMAR; RAMASWAMY, 1999), indicando assim 

a participação de uma resposta imune tipo Th1. Contudo, a imunização com duas doses de 

cercária irradiada provoca uma resposte imune mixta Th1 e Th2, além de gerar anticorpos 

específicos contra o parasita (WYNN; HOFFMANN, 2000). 

Resultados de muitos estudos em humanos e ratos sugerem que uma vacina deve 

explorar melhor os mecanismos da resposta Th2, enquanto que estudos em camundongos 

indicam que uma imunidade celular Th1 envolvendo IFN- e IL-12 seria mais vantajoso. A 

decisão de explorar uma classe de resposta sobre a outra é complicada pelo fato de que 

diferentes modelos experimentais e abordagens têm sido usados (WYNN; HOFFMANN, 

2000). 

Com relação aos novos candidatos vacinais, aquele desenvolvido pelo grupo do Alex 

Loukas na Austrália (TRAN et al., 2006) ganhou destaque por utilizar tetraspaninas (TSP-2 

especialmente) de S. mansoni recombinantes administradas como vacinas em camundongos 

induzindo níveis de proteção significativos (57%) e uma forte interação com anticorpos 

específicos IgG1 e IgG3 (mas não IgE) de indivíduos humanos naturalmente resistentes, e não 

ser reconhecida por anticorpos IgG de indivíduos com infecção crônica ou não expostos. 

Outro candidato vacinal testado foi o Sm29, também induzindo níveis significativos de 

proteção (50%) em camundongos, com um perfil imunológico Th1 (CARDOSO et al., 2008), 
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reduzindo a incidência de granulomas no fígado (50%). Apesar da falta de consenso dentro da 

comunidade científica, duas proteínas dentre os candidatos selecionados pela OMS continuam 

avançando como antígenos líderes: a glutationa S transferase e a Sm14. A glutationa-S-

transferase é a vacina melhor caracterizada e a mais promissória devido aos efeitos 

antipatológicos (redução na deposição de ovos de 75-85% em primatas e 94% em touros 

jovens), havendo passado pela fase II de testes clínicos (CAPRON; CAPRON; RIVEAU, 

2002). No entanto, os resultados desses testes não foram reportados até o momento. O 

antígeno Sm14 foi recentemente iniciado nos ensaios clínicos tanto em humanos quanto 

veterinários, devido a uma reatividade cruzada com Fasciola hepática (TENDLER; 

SIMPSON, 2008).  

Dentro deste contexto, as proteínas selecionadas para serem estudadas neste projeto, 

são a Carboxipeptidase, a Esfingomielinase e posteriormente foi incluída a Fosfatase Alcalina, 

três moléculas potencialmente expostas na superfície do parasita, provávelmente importantes 

para o seu ciclo de vida. O estudo destas é importante desde o ponto de vista biológico para a 

compreensão da fisiologia do parasita e a forma com que ele se adapta à vida parasitária. Em 

conseqüência, a quantidade de informação que se pode obter é imensa, pois não existem 

muitos estudos prévios destas proteínas do Schistosoma. A Carboxipeptidase poderia ser um 

tipo de metalopeptidase dependente de zinco, encarregada de regular as atividades biológicas 

das quininas e anafilotoxinas no plasma humano (VERJOVSKI-ALMEIDA et al., 2003). Os 

seus alvos enzimáticos podem ser as proteínas do complemento, especialmente aquelas que 

são as chamadas anafilotoxinas, os peptídeos C3a e C5a e agiriam clivando a arginina 

carboxi-terminal destas moléculas, diminuindo assim as atividades biológicas delas 

(MATTHEWS; WETSEL, 2001). As anafilotoxinas estão também envolvidas no 

recrutamento de leucócitos ao sítio de penetração na pele e são quimioatraentes para 

macrófagos, neutrófilos, linfócitos ativados, basófilos e mastócitos (ERDEI et al., 2004), 

modulando assim a reação inflamatória a qual é importante para eliminação do parasita. Em 

suma, esta enzima faria parte do mecanismo que o parasita utiliza para driblar a resposta do 

sistema imune (DENG et al., 2003; PLEASS; KUSEL; WOOF, 2000; SALZET; CAPRON; 

STEFANO, 2000; VERJOVSKI-ALMEIDA et al., 2003). Já a Esfingomielinase teria uma 

função envolvida na lise de células alvo (LINEHAN; ETIENNE; SHEEHAN, 2003) e sua 

atividade foi reportada na superfície do esquistossômo a pH neutro e estimulada por Mg+2, 

podendo ser utilizada na ligação e conversão da molécula de esfingomielina em ceramida para 

ser assimilada pelo verme. Este processo estaria envolvido na via de sinalização por segundos 

mensageiros (mediado por ceramida) com a finalidade de estimular o crescimento celular e, 
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portanto o desenvolvimento e sobrevivência do parasita (REDMAN et al., 1997). Por último, 

a Fosfatase Alcalina estaria envolvida no metabolismo do parasita (CESARI, 1974), sendo 

largamente expressa em muitos tecidos do verme, tanto macho quanto fêmea (NDEGWA; 

KRAUTZ-PETERSON; SKELLY, 2007), mais em maior proporção no tegumento, além de 

ter uma potencial atividade antiinflamatória como catabolizador purinérgico (BHARDWAJ; 

SKELLY, 2009).  
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2 OBJETIVOS 
 
 A tese teve como objetivo a caracterização de três enzimas identificadas no 

transcriptoma do parasita: a Carboxipeptidase, a Esfingomielinase e a Fosfatase Alcalina, 

visando a obtenção de antígenos vacinais que confiram proteção contra o esquistossoma no 

modelo murino. Logo, como objetivos específicos temos:  

1. A caracterização molecular dos genes. 

2. A clonagem e expressão dos genes selecionados como potenciais alvos imunogênicos. 

3. A purificação das proteínas recombinantes. 

4. A produção de anticorpos específicos para realizar a imunolocalização destas 

proteínas no parasita. 

5. A avaliação da expressão diferencial dos transcritos e das proteínas em diferentes 

estágios do parasita. 

6. A caracterização bioquímica das proteínas purificadas e/ou nativas. 

7. A imunização de camundongos com as proteínas recombinantes: avaliação do tipo de 

resposta imune induzida e potencial protetor. 
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3 METODOLOGIA 
 
3.1 ANIMAIS E PARASITAS 
 
 O ciclo de Schistosoma mansoni, linhagem BH foi mantido no laboratório da Dra. 

Toshie Kawano/Eliane Nakano (Departamento de Parasitologia - Instituto Butantan) 

utilizando caramujos Biomphalaria glabrata e camundongos BALB/c.  

 

3.2 OBTENÇÃO DE AMOSTRAS DOS ESTÁGIOS 
 
3.2.1 Obtenção dos ovos 
 

Fígados de hamsters infectados com 100 cercárias há aproximadamente 40 dias foram 

separados três a três e dilacerados com lâminas de bisturi. Os fígados foram colocados em 

tubos Falcon de 50 mL, adicionando 20 mg de colagenase II, 50 μg/mL de gentamicina, 2 

μg/mL de ampicilina e 50 mL de tampão fosfato (PBS). Em seguida, a mistura foi incubada 

sob agitação por 16 h a 37 ºC em um agitador a 250 rpm. Após a mistura ser centrifugada a 

400 g por 5 min, o sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em 50 mL de 

PBS; esse procedimento foi repetido mais duas vezes, sendo que na última, o precipitado foi 

ressuspendido em apenas 25 mL de PBS. A suspensão foi filtrada, primeiro em peneira de 250 

μm e em seguida em peneira de 150 μm, com auxílio de uma bomba a vácuo. Após o material 

peneirado ser centrifugado a 400 g por 5 min e o sobrenadante ser descartado, o precipitado 

foi ressuspendido em 3 mL de PBS. Em um tubo de 50 mL, foi preparado um gradiente de 

Percoll (8 mL de Percoll + 32 mL de Sucrose 0,25 M), sobre o qual foram cuidadosamente 

aplicados os 3 mL do precipitado peneirado. Esse material foi centrifugado a 800 g por 10 

min com desaceleração zero; o sobrenadante, que continha as células de fígado, foi descartado 

e o precipitado foi ressuspendido em tampão PBS com 2 mM de EDTA, centrifugados e 

lavados novamente por mais duas vezes, para inativar a enzima colagenase. Na última 

lavagem, o precipitado foi aplicado sobre uma segunda coluna de Percoll (2 mL de Percoll + 

8 mL de Sucrose 0,25 M), montada em um tubo de 15 mL. A coluna foi centrifugada a 800 g 

por 15 min e o sobrenadante descartado, assegurando a ausência de células do fígado. O 

precipitado de ovos foi lavado três vezes com PBS e centrifugado novamente (DALTON et 

al., 1997). 
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3.2.2 Obtenção dos miracídios  
 

Ovos purificados foram diluídos em água destilada e expostos a uma luz artificial para 

eclodirem, liberando os miracídios. O sobrenadante, contendo os miracídios, foi coletado, 

resfriado em gelo para que os parasitas perdessem mobilidade, e centrifugado a 10.000 g por 2 

min a 4 ºC (DALTON et al., 1997). 

 

3.2.3 Obtenção das cercárias 
 

As cercárias foram obtidas, expondo os caramujos infectados à luz por uma hora em 

béquer com água destilada. Após a exposição, a água contendo as cercárias foi distribuída em 

tubos de 50 mL, deixados no gelo por 30 min e centrifugados por 2 min a 2.000 rpm.  

 

3.2.4 Obtenção dos esquistossômulos 
 

As cercárias obtidas como descrito no protocolo acima foram centrifugadas e 

ressuspendidas em 2 mL de meio ELAC (Meio MEM (Gibco) suplementado com 

lactoalbumina 0,1%, glicose 0,1%, MEM vitaminas 0,5% e Hepes 10 mM) estéril a 37 ºC 

para sofrerem o choque térmico. Em seguida, as cercárias sofreram choque mecânico no 

vórtex em velocidade máxima por 90 s para a ruptura das caudas e transformação das 

cercárias em esquistossômulos. No fluxo laminar, os tubos foram deixados por 5 min para a 

sedimentação dos esquistossômulos. O sobrenadante contendo as caudas foi descartado e os 

esquistossômulos foram ressuspendidos em 5 mL de meio ELAC. Essas lavagens foram feitas 

até que o número de caudas reduzisse quando vistas ao microscópio óptico. No final, os 

esquistossômulos foram transferidos para uma garrafa de cultura contendo 20 mL de meio M- 

169 (Meio ELAC suplementado com hipoxantina 5x10-7 M, serotonina 1x10-6 M, 

hidrocortisona 1x10-6 M, triiodotironina 2x10-7 M, meio Schneider 5%, soro bovino fetal 5%, 

penicilina/estreptomicina 200 U/mL e gentamicina 50 mg/mL) e deixados na estufa de CO2 

por 7 dias. Decorrido o tempo, eles foram centrifugados por 3 min a 200 g, lavados em 5 mL 

de PBS e centrifugados novamente. 
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3.2.5 Obtenção dos vermes adultos 
 

Os vermes adultos foram obtidos por perfusão da veia porta, do fígado e das veias 

mesentéricas de camundongos ou hamsters infectados com S. mansoni utilizando salina e 

heparina (2 U/mL) (anticoagulante). Os vermes foram lavados em PBS e deixados para 

decantar. 

 

3.3 EXTRAÇÃO DE RNA E SÍNTESE DE CDNA  
 
 A amplificação foi feita a partir de um cDNA sintetizado a partir do RNA total do 

estágio adulto do verme. A extração do RNA total foi feita com ajuda do reagente Trizol 

(Invitrogen). O cDNA foi sintetizado com a enzima SuperScript II (Invitrogen). Algumas 

vezes, foi feita a extração de RNA total dos outros estágios usando o reagente Trizol ou Kit 

RNAspin mini (GE Healthcare) e tratados com DNAse própria do kit. 

 

3.4 REAL TIME PCR 
 
3.4.1 Extração de RNA 
 

Esquistossômulos cultivados in vitro e vermes adultos mantidos em RNA Later 

(Ambion) a -80 ºC foram submetidos à extração de RNA total, seguindo o protocolo do 

TRIzol®Reagent (Invitrogen) e as cercárias foram submetidas à extração de RNA total usando 

RNeasy Protect Kit (Qiagen), conforme as recomendações do fabricante. Após a extração, as 

amostras de RNA foram quantificadas e analisadas quanto à pureza no espectrofotômetro ND-

1000 (NanoDrop Techonologies) em comprimentos de onda de 220 nm e 750 nm. A 

qualidade foi avaliada através da eletroforese por capilaridade das amostras de RNA aplicadas 

no RNA LABChip do Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies), resultando num gel virtual 

representativo. 

 

3.4.2 Síntese do cDNA 
 

O RNA extraído (3 μg) de cada estágio foi tratado com DNAse livre de RNAse RQ1 

(Promega) por 30 min a 37 ºC para eliminar o DNA genômico. Posteriormente, o volume da 

reação de cada estágio foi dividido em duas frações, onde foi adicionada a enzima 

transcriptase reversa em uma e na outra não. A enzima transcriptase reversa Superscript III 

(Invitrogen) foi usada na reação de transcrição reversa para a síntese da primeira fita de 

cDNA complementar aos mRNAs de cada estágio. A reação seguiu as indicações do 
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fabricante, utilizando oligonucleotídeos randômicos para a síntese de cDNA. As amostras 

onde não foi adicionada a enzima transcriptase reversa foram denominadas controle sem 

transcrição, para observar a presença ou ausência de amplificação de DNA genômico.  

 

3.4.3 Montagem da placa de Real Time PCR 
 
 Em placas de 96 células revestidas por tiras de tampas ópticas (Applied Biosystems) 

foram arranjadas as reações para os genes e os controles. Foram realizadas três reações para 

um mesmo cDNA de cada estágio, a fim de comparar os resultados e verificar a existência de 

erros de pipetagem. Os controles foram a amplificação dos cDNA’s a partir das amostras de 

RNA não transcrito para cada estágio e o outro controle foi a amplificação a partir de amostra 

sem cDNA, ou seja, com água DPEC, a fim de observar a amplificação de contaminantes ou a 

dimerização dos oligonucleotídeos. Em cada poço foram adicionados 6 μl de “template”, 

contendo 0,15 μl do cDNA e 5,85 μl de água, para facilitar a pipetagem, 2 μl (10 mM) de cada 

oligonucleotídeo específico do gene e 10 μl  SYBR Green (Apllied Biosystems). As 

quantidades de cDNA e oligonucleoídeos foram avaliadas a fim de não serem limitantes para 

a reação de amplificação. Os oligonucleotídeos “forward” e "reverse” foram desenhados pelo 

software do aparelho (Primer Express), a fim de parearem na junção de éxons contiguos e 

evitar a amplificação de material genômico. A placa montada conforme descrito acima, foi 

colocada no termociclador GeneAmp®PCR System 9600 e seguiu 10 min a 95 ºC e 40 ciclos 

de 10 s a 95 ºC, seguido de 1 min a 60 ºC. O detector GeneAmp®5700 Sequence Detection 

System monitorou a amplificação do produto em tempo real com a emissão de fluorescência 

do SYBR Green quando intercalado em fita dupla de DNA apenas. 

 

3.4.4 Análise dos dados 
 
 As emissões de fluorescência a cada ciclo foram coletadas, analisadas pelo software 

do aparelho e os resultados foram apresentados em gráficos de fluorescência (ΔRn) vs ciclos. 

As curvas de amplificação geradas ajudaram a determinar o número de ciclos que 

atravessaram o limiar “threshold” (Ct). Com esses valores foi empregado o método de 

quantificação relativo em tempo real, onde foram comparados os resultados obtidos com a 

análise do gene de interesse e o controle β-actina (“housekeeping gene”) para os estágios 

estudados, usando a seguinte fórmula: Fold change = 2- ∆∆Ct (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001; 

PFAFFL, 2001). Os resultados foram apresentados em gráficos Fold Change Relativo vs 

Estágios, para mostrar quantas vezes um gene foi mais expresso em um estágio em relação ao 
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outro estágio. Essas diferenças foram analisadas estatisticamente por ANOVA e, 

posteriormente, pelo Teste de Tukey. 
 

 3.5 CLONAGEM DOS CANDIDATOS VACINAIS 
 

Uma vez obtido o cDNA, foram feitas as amplificações dos insertos por PCR, os 

mesmos purificados a partir do gel de agarose e digeridos com as respectivas enzimas de 

restrição, para depois serem ligados no vetor (pAE, expressão em Escherichia coli e 

pPICZA, Invitrogen,  para expressão em Pichia pastoris), previamente digerido da mesma 

forma. 

 

3.6 EXPRESSÃO E PURIFICAÇÃO DOS CANDIDATOS VACINAIS EM E. COLI 
 
 Os plasmídeos recombinantes foram introduzidos na linhagem de E. coli BL21-SI, as 

quais já possuem o gene da T7 RNA polimerase sob controle do promotor induzido 

osmoticamente proU. Para indução, foi feito o protocolo segundo Ramos et al. 2004. Além da 

cepa E. coli BL21-SI, também foram testadas as cepas E. coli, BL21 Star (DE3) pLysS e 

BL21 (DE3). 

 No caso da proteína ser expressa na forma de corpúsculos de inclusão, é feito um 

cultivo de 300 mL, cuja fração insolúvel é lavada com concentrações crescentes de uréia. 

Estas lavagens são analisadas depois por SDS-PAGE. 

 Uma vez confirmada a expressão da proteína recombinante, procedemos à sua 

purificação através de cromatografia de afinidade em resina “Chelating-Sepharose” com Ni+2 

imobilizado segundo as instruções do fabricante (GE Healthcare) 

 

3.7 CLONAGEM E EXPRESSÃO DAS TRÊS PROTEÍNAS EM PICHIA PASTORIS 
 
 A expressão de proteínas neste sistema possui a vantagem de aumentar a possibilidade 

de expressão com uma correta estrutura terciária, além da possibilidade de obtê-las secretadas 

no meio de cultura. Para conseguir este objetivo, foram desenhados primers específicos para 

cada proteína pois a clonagem requer os insertos sem o códon de terminação, ao mesmo 

tempo de inserirmos sítios de restrição específicos para a clonagem no vetor pPICZA. A 

partir de aqui, seguimos as instruções recomendadas pelo fabricante (Invitrogen) para 

clonagem, expressão e purificação das proteínas. 
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Uma vez que o objetivo inicial não foi obtido (expressão das proteínas no sistema P. 

pastoris), estabelecimos uma colaboração com o grupo do Prof. R. A. Wilson, da 

Universidade deYork, na Inglaterra, para a padronização da expressão das três proteínas. Para 

isto, decidimos sintetizar uma seqüência com códon otimizado para expressão em P. pastoris 

da Fosfatase Alcalina, a qual já tinha sido tentada expressar pelo pós doutorando Leonardo 

Paiva Farias no trabalho de doutorado dele, sem sucesso. 

 

3.8 PREPARAÇÃO DOS EXTRATOS PROTÉICOS 
 
 As amostras dos estágios obtidas anteriormente, foram sonicadas no mesmo volume 

de tampão Tris 40 mM pH 7.5 contendo SDS 2% e coquetel de inibidor de proteases (Sigma), 

por um período de 2 segundos com pulsos de 0,75 s com potência de 50 W. As soluções 

foram centrifugadas a 12.000 rpm por 30 min a 4 ºC, sendo os sobrenadantes coletados e 

denominados extratos protéicos totais enquanto os precipitados foram descartados. Os 

extratos denominados tegumento e vermes desnudos são as duas frações obtidas quando o 

verme adulto é descongelado em meio RPMI deixando os vermes desnudos decantarem e o 

sobrenadante, contendo o tegumento, sonicado para a sua homogenização. Os vermes 

desnudos são lavados duas vezes em grande volume de meio RPMI e depois sonicados 

conforme os parámetros descritos acima. Depois de centrifugado, o sobrenadante é nomeado 

de extrato total de vermes desnudos. O tegumento também é separado em frações de 

membrana (precipitado) e do sincício (sobrenadante), centrifugando-o a 100 g por 30 min a    

4 ºC. Para quantificar as proteínas de cada extrato protéico, utilizou-se o kit “DC Protein 

Assay” (BioRad), baseado no método de Lowry, seguindo o protocolo do fabricante. 

 

3.9 PRODUÇÃO DE ANTISOROS 
 
 Ratos fêmeas foram imunizadas com 100 g  das proteínas recombinantes purificadas 

em adjuvate hidróxido de alumínio de acordo com o seguinte esquema: uma primeira 

imunização e três reforços posteriores a cada 14 dias, e finalmente uma sangria total duas 

semanas depois do terceiro reforço. Estes soros foram depois imunoadsorvidos com um 

extrato de E. coli transformada com pAE vazio e os respectivos soros obtidos utilizados nos 

ensaios de Western blot, ELISA e immunolocalização. 
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3.10 PURIFICAÇÃO E IMUNOSELEÇÃO DE ANTICORPOS 
 

O antisoro produzido em rato foi purificado utilizando uma resina “Pierce Protein A/G 

Agarose” (Prod. 20421) de acordo com as instruções do fabricante. Brevemente, 250 L de 

antisoro foi incubado por 2 h com 250 L da resina pré-equilibrada com tampão de 

imunoprecipitação (Tris pH 7.4 25 mM, NaCl 150 mM) a temperatura ambiente. Após a 

incubação, o anticorpo ligado à resina foi lavado extensivamente com tampão de 

imunoprecipitação e posteriomente o eluído com tampão de eluição (0.1 M glicina pH 3.0), 

sendo imediatamente neutralizado com 100 L/mL de tampão Tris 1 M pH 8.0. Em seguida, 

este anticorpo purificado foi imunoselecionado para a proteína contra a qual foi gerado 

(SAJID et al., 2003). Para isto aproximadamente 800 g  da proteína recombinante expressa 

em E. coli e purificada (quando possível) foi separada por eletroforese e transferida a uma 

membrana de PVDF. A membrana foi corada com Ponceau para visibilizar as bandas 

correspondentes à proteína recombinante com a finalidade de cortá-las. Uma vez cortadas, as 

bandas foram brevemente descoradas com 0.1 M NaOH e lavadas extensivamente com água 

destilada. As bandas foram bloqueadas com tampão de bloquéio contendo leite 5%, e 

incubadas com anticorpo purificado em tampão de imunoblotting contendo leite 5%, por 15 h 

a temperatura ambiente. Após esse período, as bandas foram lavadas com tampão Tris 10 mM 

pH 7.5 e os anticorpos específicos eluídos com tampão Glicina 0.1M pH 3, sendo 

imediatamente neutralizados com 100 L/mL de Tampão Tris 1M pH 8.0.  

 

3.11 IMUNOLOCALIZAÇÃO  
 

 Vermes adultos recém perfundidos em meio RPMI ou ovos recém purificados de 

fígados foram emblocados em líquido de inclusão O.C.T. (Tissue-Tek Sakura), com o auxilio 

de tubos plásticos (3 mm de diâmetro e 7 mm de comprimento), e congelamento em 

isopentano arrefecido em nitrogênio líquido. Os blocos foram armazenados a –80 C até o 

momento de fazer as secções. Os cortes histológicos (7 m) foram realizados em um criostato 

Leica CM1900 e as secções foram aderidas em lâminas silanizadas e fixadas com acetona a    

-20 ºC por 30 min. As seções foram bloqueadas com PBS, Tween 20 0,1% e o agente 

bloqueador, soro de coelho 10%, por 16 h a 4 ºC. Posteriormente, as secções foram incubadas 

em solução de bloqueio com anticorpos específicos contra a proteína a ser analisada em 

diferentes diluições (1:40 – 1:100), por 4 h à temperatura ambiente. Após cinco lavagens com 

PBS-Tween 20 0,1% (tampão de lavagem), as secções foram incubadas em solução de 
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bloqueio com anticorpos anti-IgG de rato conjugados com o fluorescente Alexa-fluor 488 

geralmente na diluição 1:200, por 1 h à temperatura ambiente. Após três lavagens com 

tampão de lavagem, as lâminas foram montadas utilizando uma solução “antifading” (Dako) e 

analisadas em microscópio confocal LSM-510 META (Zeiss). Soros de ratos pré-imunes 

foram utilizados como controle. 

 No entanto, uma vez que o protocolo utilizado anteriormente para este procedimento 

era inapropriado para utilizá-lo no parasita inteiro, aproveitamos a colaboração previamente 

estabelecida com o grupo do Prof. R.A. Wilson da Universidade de York, na Inglaterra, 

visando padronizar a imunolocalização, obtendo o seguinte protocolo: os parasitas recém 

obtidos são colocados em paraformaldehido 4% em PBS frio, 18 h. Depois são lavados em 

fluido permeabilizante (PBS com 1% Triton X-100; 0.1% SDS; 10% soro da espécie de onde 

vem o anticorpo secundário e 0,1% azida de sódio) por 3 x 30 min, caso de se tratarem de 

estágios larvais, ou por 18 h caso se tratasse de estágio adulto, por causa da espesura dos 

tecidos, abrindo a possibilidade de que o anticorpo pudesse penetrar mais. Uma vez lavados 

neste fluido, os parasitas são incubados em anticorpo primário por 96 h a 4 °C diluído em 

Diluente de Anticorpo (PBS com 0,5% Triton X-100; 0,1% BSA; 10% soro da espécie de 

onde vem o anticorpo secundário e 0,1% azida de sódio) para estágios larvais ou (PBS com 

0,1% w/v Triton X-100; 1% BSA; 0,1% (w/v) azida de sódio e 10% do soro de onde vem o 

anticorpo secundário) para estágio adulto. Os parasitas são lavados 3-4 vezes, 24 h a 4 °C. 

Depois são incubados no correspondente Diluente de Anticorpo contendo anticorpo 

secundário na diluição apropriada por 48 h a 4 °C. Repetir mais uma vez os passos de 

lavagem, e incubar com faloidina por 24 h a 4 °C. Mais uma série de lavagens, e observar no 

microscópio confocal. 

 

3.12 DEGLICOSILAÇÃO 
 
 Os experimentos de N-deglicosilação foram feitos com a enzima PNGase F (New 

England Biolabs) segundo as instruções do fabricante. Dessa forma, 20 µg de cada proteína 

ou os extratos foram incubados com 1 µL de tampão de denaturação 10X  a 100 ºC  por 10 

min. Em seguida, foi adicionado 2 µL do tampão de reação G7 10X, 2 µL de NP40 10% e 2 

µL de enzima PNGaseF nos grupos tratados, e estes incubados por 6 h a 37 ºC. Nos controles, 

não foi adicionada a enzima. Todas as amostras foram analisadas por Western blot.  

Os experimentos de O-deglicosilação foram feitos com o kit EDEGLY (Sigma) de 

acordo com as instruções dos fabricantes. Brevemente, após uma desnaturação inicial a      
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100 °C por 10 min de 20 g  de extrato em tampão de desnaturação 1X, foi rápidamente 

adicionado tampão de reação 1X e 1 U da enzima PNGase F em conjunto com 1U de todas ao 

mesmo tempo ou cada uma das quatro enzimas de O-deglicosilação: -(2→3,6,8,9)-

Neuraminidase, O-Glicosidase, -(1→4)-Galactosidase e -N-Acetilglucosaminidase. 

 

3.13  TRATAMENTO DOS PARASITAS VIVOS COM FOSFATIDILINOSITOL-
FOSFOLIPASE C (PIPLC) 

 
 O total de proteínas ancoradas por GPI foram recuperadas dos parasitas vivos 

mediante incubação in vitro com PiPLC. Foram usados parasitas de 40 camundongos, que 

foram perfundidos e tratados em dois grupos separados para minimizar o tempo ex vivo, os 

sobrenadantes foram em seguida misturados. Cada grupo foi incubado a 37 °C por 1 h na 

presença de PiPLC (de Bacillus cereus, Sigma) a 1,25 U/mL. O sobrenadante foi retirado e 

concentrado a 4 °C usando um centrifugador com corte de 5000 Da (Vivaspin 6). O controle 

foi feito da mesma maneira sem a adição de enzima.  

 

3.14 ATIVIDADE ENZIMÁTICA DA CARBOXIPEPTIDASE  
 
 Misturar em um eppendorf: 0,5 mL de tampão (0,1 M HEPES pH 7,75 contendo 0,5 

M NaCl), 0,1 mL de substrato (5 mM FA-Ala-Lys em água) e suficiente água para um 

volume final de 1 mL (incluída a amostra de enzima). A mistura é logo aquecida a 37 °C em 

banho de água, e se adiciona a amostra de enzima misturando com cuidado. A solução é 

transferida rápidamente a uma cubeta pré-aquecida (10 mm) em uma câmara termorregulada 

(37 °C) de um espectrofotômetro com registrador. A amostra pode ser lida contra uma cubeta 

de referência contendo só substrato e tampão ou um filtro de densidade neutra para compensar 

a absorbância inicial do substrato. O instrumento é então programado para dar uma diferencia 

de absorbância (A) de 0,1 na escala total, e a mudança na absorbância a 336 nm é registrada 

contínuamente por aproximadamente 2-3 minutos. 

 

3.15 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ENZIMÁTICA DA FOSFATASE ALCALINA NOS 
PARASITAS VIVOS 

 
 Foi feita uma experiência com parasitas vivos para ver a acessibilidade do substrato à 

proteína presente no tegumento do organismo e avaliar assim o seu potencial como alvo 

vacinal. Para isto, quantidades equivalentes em superfície, de parasitas nos diferentes estágios 

intra hospedeiro (esquistossômulo de 7 dias, de 21 dias, adultos macho e fêmea, e ovos) e 
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cercária, foram incubados diretamente com o substrato utilizado para medição de atividade de 

Fosfatase Alcalina (p-Nitrophenyl Phosphate (Sigma), ready-to-use solution, pH 9,5) por um 

tempo de 30 min, a 37 °C e a absorbância medida a 405 nm. Como controle foram incubados 

100 L de substrato em solução pronto para uso mais 100 L de PBS. 

Foi considerada a área de superfície da cercária entre 10.682-20.000 m2 

(CRABTREE; WILSON, 1980; SAMUELSON; CAULFIELD, 1985), a do ovo como 16.304 

m2, usando uma formula para calcular a area de superfície de um ovo de galinha 

(NARUSHIN, 2005), e a do adulto como 12.000.000 m2, sem considerar as invaginações do 

tegumento (SMITH; REYNOLDS; VON LICHTENBERG, 1969). Foram então usados um 

total de 2.000 cercárias, 4.000 ovos, 1.500 esquistossômulos de cultura de 7 dias, 3 parasitas 

adultos machos e fêmeas. 

 

3.16 PREPARAÇÃO DAS VACINAS 
 
 Os três candidatos vacinais foram obtidos na forma de proteínas solúveis ou 

insolúveis, quantificados e misturados com o adjuvante (Freund’s Adjuvant, completo e 

incompleto) de maneira asséptica.   

 

3.17 ESQUEMA DE IMUNIZAÇÃO 
 
 Camundongos fêmeas, 4 semanas de idade, linhagem C57/BL6, em dois grupos de 5 

por cada candidato vacinal e controle negativo foram imunizados com um intervalo de duas 

semanas entre cada dose, sendo no total três doses de 50 microgramas de proteína por animal. 

Após duas semanas, foi feito o desafio percutâneo dos camundongos com aproximadamente 

100 cercárias de S. mansoni. Após 45 dias do desafio, foi feita a perfusão nos camundongos 

para recuperar os vermes adultos. Sangrias foram feitas nos dias anterioes ao desafio e à 

perfusão (Figura 6). 
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Figura 6.  Esquema de imunização, desafio e perfusão do ensaio com os candidatos vacinais. 

Esquema aplicado na avaliação dos candidatos vacinais Carboxipeptidase, 
Esfingomielinase e Fosfatase Alcalina recombinantes. 

 

 

3.18 AVALIAÇÃO DA RESPOSTA IMUNE INDUZIDA PELAS VACINAS 
 
 Um dia antes de cada imunização, os animais eram sangrados, e os soros do mesmo 

grupo misturados. O pool dos soros é utilizado para avaliar a resposta imune humoral por 

ELISA prévio e após o desafio. Uma vez perfundidos os animais, os baços de cada um foram 

extraidos e os linfócitos colocados em cultura em meio RPMI, 37 °C, 5% CO2, durante 18 h. 

Finalmente foi observada a reatividade deles frente aos antígenos expondo-os aos mesmos e 

avaliando a secreção de interleucinas, mediante a técnica de ELISPOT (BD Biosciences). 

 

3.19 AVALIAÇÃO DO EFEITO PROTETOR DAS PROTEÍNAS RECOMBINANTES 
 

Após 45 dias ou 7 semanas do desafio, os animais foram eutanasiados e o sangue 

perfundido para a contagem total de parasitas recuperados. Este número foi analisado 

estatísticamente por teste ANOVA. 
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4 RESULTADOS 
 
4.1 CARBOXIPEPTIDASE  
 
4.1.1  Análise bioinformática 
 
 A seqüência completa do cDNA da Carboxipeptidase (SmCPN) está mostrada abaixo, 

ressaltando a seqüência sinal de exportação e o domínio de ligação ao zinco (Figura 7): 

 
   1 cacgaggcgagtttatgaagaccgtagatgtactgtcttttcggattattttttgtccat 
     H  E  A  S  L  *  R  P  *  M  Y  C  L  F  G  L  F  F  V  H  
  61 acagtcttgagctctactatttctatttcatggcagaatcaccactcacaagcagacatt 
     T  V  L  S  S  T  I  S  I  S  W  Q  N  H  H  S  Q  A  D  I  
 121 gaacgtataatcggaagagttgttgagagatgccctgatatttcttatgcttactattta 
     E  R  I  I  G  R  V  V  E  R  C  P  D  I  S  Y  A  Y  Y  L  
 181 acaacaggtcgaactactacaacacaaaatggaaacagactgtttgtgatagcttttggg 
     T  T  G  R  T  T  T  T  Q  N  G  N  R  L  F  V  I  A  F  G  
 241 aggcatgctaacgcttctgagagaggtataccagagtttaagtatattgcaaacatgcat 
     R  H  A  N  A  S  E  R  G  I  P  E  F  K  Y  I  A  N  M  H  
 301 ggagacgaagttgttggaagagaactgttaatacggttggccgtctacctgtgtgatgag 
     G  D  E  V  V  G  R  E  L  L  I  R  L  A  V  Y  L  C  D  E  
 361 tttatctcacaaaatgcattcattcacagactagttaaccgaacgaggatccatatttta 
     F  I  S  Q  N  A  F  I  H  R  L  V  N  R  T  R  I  H  I  L  
 421 ccgtcaatgaacccggacggttgggaaatcgccgcatctaacaaagattttcacgaattc 
     P  S  M  N  P  D  G  W  E  I  A  A  S  N  K  D  F  H  E  F  
 481 ggaagaggcaattcaaagagagtggaccttaacagggactttccagacttggcgaaaaag 
     G  R  G  N  S  K  R  V  D  L  N  R  D  F  P  D  L  A  K  K  
 541 ttttatcgcaatctacgtaatggtggacccttagaccatttacaacctgatgaaatcgat 
     F  Y  R  N  L  R  N  G  G  P  L  D  H  L  Q  P  D  E  I  D  
 601 gtggagaaggcgcaaatagagacaagaatggtaatggaatggttagacaaaatcaatttt 
     V  E  K  A  Q  I  E  T  R  M  V  M  E  W  L  D  K  I  N  F  
 661 gtgctgggtgctaatatgcatggtggtgatttggttgcaaattatccgtttgataagtca 
     V  L  G  A  N  M  H  G  G  D  L  V  A  N  Y  P  F  D  K  S  
 721 ataactgggaattctgccgaatctattacaccagacaaccctacttttgttgagctagca 
     I  T  G  N  S  A  E  S  I  T  P  D  N  P  T  F  V  E  L  A  
 781 gaatcctatgctgataaacatccacgaatgaaaaaagggattaaaaagtgctatgactcc 
     E  S  Y  A  D  K  H  P  R  M  K  K  G  I  K  K  C  Y  D  S  
 841 gataaccacttcaatgatggcattacaaatggtgcaagatggtattcgttgaatggagga 
     D  N  H  F  N  D  G  I  T  N  G  A  R  W  Y  S  L  N  G  G  
 901 atgcaagattacaattatctgcacacgaatagtttcgaaataactttggaattgggttgt 
     M  Q  D  Y  N  Y  L  H  T  N  S  F  E  I  T  L  E  L  G  C  
 961 gaaaagtttcccaacgcttctgaattaccaagatattggaatgaaaataaaatgtctctg 
     E  K  F  P  N  A  S  E  L  P  R  Y  W  N  E  N  K  M  S  L  
1021 ctcaactatattttgcaagtccatagaggtattaaaggcactgtatatggatatgcggaa 
     L  N  Y  I  L  Q  V  H  R  G  I  K  G  T  V  Y  G  Y  A  E  
1081 aatacttacattccagtagaaaacgcaatcatcaaagtagctaatataactgatccaact 
     N  T  Y  I  P  V  E  N  A  I  I  K  V  A  N  I  T  D  P  T  
1141 actctcactcctatacttcacaatataaatacagatcaatttggtgattattatcgactt 
     T  L  T  P  I  L  H  N  I  N  T  D  Q  F  G  D  Y  Y  R  L  
1201 cttacaaaaggcaaatacatagttaccgcctcagctgatggttttataccagctatcgct 
     L  T  K  G  K  Y  I  V  T  A  S  A  D  G  F  I  P  A  I  A  
1261 tgtgttgatgtacattacacaccgtctataaatggaccatttcttgaagcacagcaagta 
     C  V  D  V  H  Y  T  P  S  I  N  G  P  F  L  E  A  Q  Q  V  
1321 aattttctacttttaccaacaaatttcaaaagatatgatgtattgaacagtattacaatc 
     N  F  L  L  L  P  T  N  F  K  R  Y  D  V  L  N  S  I  T  I  
1381 ccccccgtttccaagccatttcacatcagcggttatctacatgataaattatgcttaaaa 
     P  P  V  S  K  P  F  H  I  S  G  Y  L  H  D  K  L  C  L  K  
1441 cagtatagtgaaatgatgaatatgataccacaaaccacatggatcgatgaggacagttta 
     Q  Y  S  E  M  M  N  M  I  P  Q  T  T  W  I  D  E  D  S  L  
1501 gcttaaggttacttatatatgactgacatatcaatattcgcaaatacatagaatatatca 
     A  *  G  Y  L  Y  M  T  D  I  S  I  F  A  N  T  *  N  I  S  
1561 aattctaatcat 1572    
     N  S  N  H   

Figura 7.  Seqüência da Carboxipeptidase de S. mansoni (SmCPN). Ressaltado em vermelho, 
peptídeo sinal; ressaltado em azul, domínio de ligação ao zinco; C=cisteína; D=ácido 
aspártico; E=ácido glutâmico; H=histidina; L=leucina; N=asparagina; R=arginina; 
Y=tyrosina. 
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O mensageiro em questão se traduz em uma proteína de 492 aminoácidos, apresenta pI 

e massa molecular teóricos de 6,06 e 56137,67, possui peptídeo sinal, não possui porção 

transmembrana, mas sim um domínio de ligação ao zinco sombreado em azul, característico 

de metaloenzimas. De acordo com o software ClustalW, a seqüência de S. mansoni possui 

39% de identidade com a Carboxipeptidase N de Mus musculus, e 38% de identidade ao 

precursor da Carboxipeptidase de Homo sapiens. Os aminoácidos responsáveis pela união do 

átomo de zinco à proteína estão caracterizados como seqüências do tipo HXXE...H, onde os 

três ligantes do zinco são: uma histidina, um glutamato localizado dois resíduos depois e uma 

segunda histidina localizada 108-135 aminoácidos depois da primeira histidina, na direção 

carboxi terminal (VENDRELL; QUEROL; AVILES, 2000). Uma asparagina e uma arginina 

adjacentes uma com a outra (NR), juntas com uma tirosina (Y) mais carboxiterminal são 

aminoácidos posicionalmente conservados que formam o sítio de união ao substrato, que no 

subgrupo estrutural CPN (Carboxipeptidase N) contém também uma arginina (R) e um 

aminoácido hidrofóbico (valina, leucina ou fenilalanina, neste caso é leucina L). O 

aminoácido que determina a especificidade do peptídeo, neste caso é o ácido aspártico (D), 

que liga-se à arginina e lisina do substrato. Finalmente, um ácido glutâmico (E) que está 

posicionalmente conservado em todas as Carboxipeptidases conhecidas, está envolvido na 

atividade catalítica da enzima (MATTHEWS; MUELLER-ORTIZ; WETSEL, 2004). Foram 

preditos 5 possíveis sítios de N-glicosilação (segundo padrão de glicosilação de proteínas em 

humanos), e nenhum de O-glicosilação (segundo padrão de glicosilação de proteínas em 

mamíferos). 

 Comparando esta seqüência com as respectivas seqüências de Homo sapiens e Mus 

musculus, verifica-se a conservação dos sítio de ligação e sítio ativo da enzima (Figura 8). 
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CP_Hsapiens       MSDLLSVFLHLLLLFKLVAPVTFRHHRYDDLVRTLYKVQNECPGITRVYSIGR-----SV 55 
CP_Mmusculus      MPDLPSAFLPLLLLSKFVTPVTFRHHRYDDLVRTLYKVHNQCPDITRLYNIGR-----SV 55 
CP_XTO            MYCLFGLFFVHTVLSSTISISWQNHHSQADIERIIGRVVERCPDISYAYYLTTGRTTTTQ 60 
                  *  * . *:   :* . ::    .**   *: * : :* :.**.*:  * :       :  
 
CP_Hsapiens       EGRHLYVLEFSDHPGIHEPLEPEVKYVGNMHGNEALGRELMLQLSEFLCEEFRNRNQRIV 115 
CP_Mmusculus      KGRYLYVLEFSDYPGIHEPLEPEVKYVGNMHGNEVLGRELLLQLSEFLCEEFRNRNQRIL 115 
CP_XTO            NGNRLFVIAFGRHANASERGIPEFKYIANMHGDEVVGRELLIRLAVYLCDEFISQNAFIH 120 
                  :*. *:*: *. :..  *   **.**:.****:*.:****:::*: :**:** .:*  *  
 
CP_Hsapiens       QLIQDTRIHILPSMNPDGYEVAAAQGPNKPGYLVGRNNANGVDLNRNFPDLNTYIYYNEK 175 
CP_Mmusculus      RLIQDTRIHILPSMNPDGYEVAAAQGPNMSGYLVGRNNANGVDLNRNFPDLNTYFYYNSK 175 
CP_XTO            RLVNRTRIHILPSMNPDGWEIAAS---NKDFHEFGRGNSKRVDLNRDFPDLAKKFYRNLR 177 
                  :*:: *************:*:**:   *   : .**.*:: *****:**** . :* * : 
 
CP_Hsapiens       YGGPNHHLPLPDNWKSQVEPETRAVIRWMHSFNFVLSANLHGGAVVANYPYDKSFEHRVR 235 
CP_Mmusculus      NGGPNHHLPLPDNWKSQVEPETRAVIQWIRSLNFVLSANMHGGAVVANYPYDKSLEHRFR 235 
CP_XTO            NGGPLDHLQPDEIDVEKAQIETRMVMEWLDKINFVLGANMHGGDLVANYPFDKSITG--- 234 
                   *** .**   :   .:.: *** *:.*: .:****.**:*** :*****:***:      
 
CP_Hsapiens       GVRRTASTPTPDDKLFQKLAKVYSYAHGWMFQG----WNCGDYFPDGITNGASWYSLSKG 291 
CP_Mmusculus      GPHRTSNSPTPDDELFQTLAKVYSYAHGWMHQG----WNCGDYFPDGITNGASWYSLSKG 291 
CP_XTO            ---NSAESITPDNPTFVELAESYADKHPRMKKGIKKCYDSDNHFNDGITNGARWYSLNGG 291 
                     .::.: ***:  *  **: *:  *  * :*    ::..::* ******* ****. * 
 
CP_Hsapiens       MQDFNYLHTNCFEITLELSCDKFPPEEELQREWLGNREALIQFLEQVHQGIKGMVL---D 348 
CP_Mmusculus      MQDFNYLHTNCFEITLELSCDKFPRQEELQREWLGNREALIQFLEQVHQGIKGMVL---D 348 
CP_XTO            MQDYNYLHTNSFEITLELGCEKFPNASELPRYWNENKMSLLNYILQVHRGIKGTVYGYAE 351 
                  ***:******.*******.*:***  .** * *  *: :*:::: ***:**** *    : 
 
CP_Hsapiens       ENYNNLANAVISVSGIN---------HDVTSGDHGDYFRLLLPGIYTVSATAPGYDPETV 399 
CP_Mmusculus      ENSNNLTGAVISVTGIN---------HDVTSGEHGDYFRLLLPGTYSVTAKAPGYDPKTV 399 
CP_XTO            NTYIPVENAIIKVANITDPTTLTPILHNINTDQFGDYYRLLTKGKYIVTASADGFIPAIA 411 
                  :.   : .*:*.*:.*.         *::.:.:.***:***  * * *:*.* *: *  . 
 
CP_Hsapiens       TVTVG--P------AEPTLVNFHLKRS---------IPQVSPVRR----APSRRHGVRAK 438 
CP_Mmusculus      TVTVG--P------AGPTVVDFQLKRS---------SSQVYPVQR----APGRGQGGRAK 438 
CP_XTO            CVDVHYTPSINGPFLEAQQVNFLLLPTNFKRYDVLNSITIPPVSKPFHISGYLHDKLCLK 471 
                   * *   *        .  *:* *  :            : ** :    :    .    * 
 
CP_Hsapiens       VQPQARKKEMEMRQLQRGPA- 458 
CP_Mmusculus      QPRTSRKKDPATKR-HRGPA- 457 
CP_XTO            QYSEMMNMIPQTTWIDEDSLA 492 
                        :        ....   

 
Figura 8. Alinhamento das seqüências Carboxipeptidase N (CPN) de Homo sapiens, Mus 

musculus e Schistosoma mansoni. Ressaltado em vermelho, peptídeo sinal; ressaltado 
em azul, domínio de ligação ao zinco; C=cisteína; D=ácido aspártico; E=ácido glutâmico; 
H=histidina; L=leucina; N=asparagina; R=arginina; Y=tyrosina; (*)=aminoácidos 
conservados nas três seqüências; (:)= aminoácidos conservados nas três seqüências; 
(.)=aminoácidos semiconservados nas três seqüências. 

 

Com a finalidade de conferir se estes resíduos teoricamente podiam formar um sítio 

ativo, foi feita a análise de modelagem estrutural para a proteína com ajuda do software 

Swiss-PDB Viewer, utilizando um modelo em 3D da Carboxipeptidase N1 de Homo sapiens 

(Código de Acesso PDB: 2nsm), ressaltando os aminoácidos correspondentes aos diferentes 

sítios na Figura 8 mostrando as estruturas secundárias sem cadeias laterais e a superfície 

molecular calculada (Figura 9). 
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Figura 9.    Modelagem estrutural teórica da SmCPN utilizando como molde a estrutura 3D da 

Carboxipeptidase N de Homo sapiens (Código PDB: 2nsm) obtida com o programa 
Swiss-PDB Viewer. A) Observa-se todos os resíduos numerados de aminoácidos que 
teóricamente corresponderiam com o sítio de ligação ao zinco (verde), ligação ao 
substrato (violeta), reconhecimento do aminoácido específico (azul claro) e sítio ativo 
(amarelo) os quais além de estarem posicionados quase adjacentes estruturalmente, 
estariam expostos na superfície da molécula, como se mostra em B). 

  
Para a construção do plasmídeo de expressão foi eliminada a porção codificante do 

peptídeo sinal [pois presença do peptídeo sinal e/ou porção transmembrana dificultam a 

expressão (PIZZA et al., 2000)]. Além disto, o plasmídeo coloca o gene em fusão com uma 

seqüência de uma cauda de histidina de 6 aminoácidos (RAMOS et al., 2004), para facilitar a 

posterior purificação da enzima. Analisando detalhadamente os alinhamentos da proteína 

madura de S. mansoni (Figura 8), esta começa antes do que seus respectivos ortólogos murino 

e humano. Dentre esses cinco aminoácidos a mais, temos duas isoleucinas que poderiam 

interferir diretamente com a solubilidade da proteína durante o enovelamento. A tendência do 

parasita de expressar proteínas próprias altamente similares às moléculas humanas com a 

finalidade de driblar o sistema imune, aumenta a probabilidade de que o verdadeiro início do 

peptídeo maduro seja correspondente com o início dos respectivos ortólogos. Baseados nesta 

hipótese, foi feita a construção deletando esses cinco aminoácidos amino terminais, gerando 

pAE-SmCPN. Estas modificações em conjunto fazem com que o pI e tamanho teóricos 

originais da proteína mudem de 6,06 e 56,137.67 kDa  para 6,14 e 55,072.5 kDa, 

respectivamente.  
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4.1.2 Avaliação da transcrição da SmCPN ao longo dos estágios por RT-PCR 
 
4.1.2.1 Validação dos genes 
 
 As amostras de RNA extraídas a partir dos estágios foram analisadas quanto à 

qualidade através da eletroforese por capilaridade no RNA LABChip do BioAnalyzer 2100 

(Agilent Technologies). As amostras apresentaram uma banda única ribosossomal 18S 

(Figura 10), que é um indicativo de que as amostras de mRNA não estão degradadas e 

poderiam ser utilizadas no experimento de PCR quantitativo em tempo real. 

 
Figura 10.   Gel virtual do RNA extraído de vermes adultos. Gel representativo da eletroforose das 

amostras de RNA total extraído de vermes adultos, esquistossômulos e cercárias no RNA 
LABChip do BioAnalyser 2100 (Agilent Technologies).  

 
Em todos os transcritos analisados por Real Time PCR foram observadas as curvas 

de dissociação e de amplificação a fim de verificar, respectivamente, se o produto amplificado 

era o esperado e a região onde a amplificação é exponencial. Exemplos desses resultados 

encontram-se representados pelas Figuras 11 e 12. A Figura 11 apresenta a curva de 

dissociação do produto amplificado de um dos genes em estudo, num determinado estágio do 

parasita. A curva de dissociação mostra amplificação de um único produto na reação. As 

linhas correspondem às triplicatas realizadas no experimento de Real Time PCR e apresentam 

uma única temperatura de “melting” (Tm), similar à temperatura de dissociação calculada, 

baseada na composição de bases e condições de reação, pelo programa Primer Express 

(Applied Biosciences), mostrando que há amplificação apenas do produto desejado. 
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Figura 11.  Perfil da Curva de Dissociação de um gene amplificado em tempo real num 
determinado estágio do parasita.   

 

A Figura 12 apresenta a curva de amplificação de um dos genes em estudo num 

determinado estágio do parasita. É apresentado o valor ΔRn de fluorescência em relação ao 

número de ciclos, formando uma curva exponencial. Na fase linear da curva é fixada uma 

linha de “threshold”, no caso de 0,003 do ΔRn. 

 
Figura 12. Perfil da Curva de Amplificação de um gene amplificado em tempo real em um 

determinado estágio do parasita. 
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Figura 13.   Eletroforese em gel de agarose 3% das reações de amplificação em tempo real de um 

gene qualquer em três estágios. Os controles são as amostras de cada estágio 
amplificado com RNA não transcrito e a amplificação de uma reação sem “template”. 

 

Para a análise comparativa de expressão diferencial, o número de ciclos usados foram 

os que interceptaram a linha “threshold” e assim, denominados Ct (“Cycle threshold”). As 

amostras das reações de todos os genes foram analisadas em gel de agarose 3% a fim de 

confirmar se houve amplificação de um único produto com o tamanho correto para cada gene 

e a ausência de produto nos controles. A Figura 13 mostra a eletroforese da amplificação de 

um dos genes estudados nos três estágios analisados e os controles sem transcrição e sem 

molde de cDNA. Os controles não apresentaram produto e as reações do gene apresentaram 

produtos únicos com os tamanhos esperados. 

Com os valores Ct a partir da curva de amplificação foi empregado o método de 

quantificação relativa, onde foram comparados os resultados obtidos dos genes de interesse e 

o controle β-actina, um gene constitutivo no qual alterações de abundância durante os estágios 

do ciclo de vida do parasita não são esperadas (“housekeeping gene”). Os resultados foram 

apresentados em gráficos de “fold change” relativo versus estágios para todos os genes 

estudados. 

 

4.1.3 Real Time PCR da SmCPN ao longo do ciclo 
 

O gene da SmCPN apresenta transcrição aumentada no estágio de cercária, de 

aproximadamente 24 vezes mais em relação ao adulto (Figura 14), e cerca de 8 vezes em 

relação a esquistossômulo, sendo o estágio de maior expressão relativa. Já os estágios de ovo 

e miracídio também apresentaram expressão aumentada, de 14 e 8 vezes respectivamente. Os 

estágios de esquistossômulo e adulto apresentaram os níveis mais baixos de expressão 

relativa. A relação entre todos os estágios estudados apresentam diferença estatística. 
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Figura 14. Análise comparativa da expressão diferencial dos transcritos da SmCPN entre os 
estágios. Fold Change = 2 (-ΔΔCt) relativo ao estágio de adulto. *, **, ***, ****, ***** 
indicam diferenças estatísticamente significativas entre os valores das amostras 
investigadas. 

 

 

4.1.4 Expressão da rSmCPN em E. coli 
 
 E. coli das cepas BL21 (DE3), BL21 Star (DE3) pLysS e BL21-SI foram 

transformadas com pAE-SmCPN, as colônias transformadas e selecionadas em ampicilina 

foram cultivadas em meio e induzidas com IPTG nas 2 primeiras e com NaCl na terceira. 

Pode-se observar na Figura 15, que obteve-se uma maior expressão com a cepa BL21 Star 

(DE3) pLysS, mas esta expressa a proteína antes da indução. De acordo com a análise 

densitométrica do gel, a banda correspondente à rSmCPN seria ~28% do total de proteínas no 

gel. Já na cepa BL21-SI a expressão seria de ~17%, e na BL21 (DE3) a expressão é mínima 

(~7%). 
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Figura 15.    Análise de SDS-PAGE, da expressão de rSmCPN em E. coli. A) Cepa E. coli BL21-

SI: extratos totais: (1) transformada com pAE vazio induzida, (2) transformada com 
pAE-SmCPN, clone 1 não induzido (NI), (3) clone 1, induzido (I), (4) clone 2, NI, (5) 
clone 2, I, (6) clone 3, NI, (7) clone 3, I, (8) marcador de massa molecular, LMW. B) 
BL21 (DE3) transformada com pAE vazio, (1) induzida, (2) BL21 (DE3) transformada 
com pAE-SmCPN, I, (3) marcador de massa molecular, (4) BL21 (DE3) Star pLysS 
transformada com pAE vazio, I, (5) transformada com pAE-SmCPN nova clone 1, NI, 
(6) clone 1, I, (7) clone 2, NI, (8) clone 2, I, (9) clone 3, NI, (10) clone 3, induzido. 
Foram colocados 20 g  de proteína total em cada poço do gel. 

 

Analisando as frações solúveis e insolúveis dos extratos totais, vemos a rSmCPN na 

fração insolúvel (Figura 16A) mas não na fração solúvel (Figura 16B). Portanto, a proteína 

está sendo expressa e desnaturada na bactéria. 
 

 
 
 
Figura 16.  Análise de SDS-PAGE, gel de 12% da expressão da rSmCPN em E. coli BL21 (DE3) 

Star pLysS , frações solúveis e insolúveis. A) (1) Fração solúvel, bactéria com 
plasmídeo vazio, (2) fração insolúvel, bactéria com plasmídeo vazio, (3) bactéria 
transformada com pAE-SmCPN, clone 1, fração solúvel, (4) clone 1, fração insolúvel, (5) 
clone 2, solúvel,  (6) clone 2, insolúvel, (7) clone 3, solúvel, (8) clone 3, insolúvel, (9) 
marcador de peso molecular, LMW. B) o mesmo gel que A), mas corado com InVision 
In-Gel stain para evidenciar proteínas com cauda de histidina. 
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 Foi então realizado um cultivo com 300 mL com um dos clones selecionados, refeita a 

extração dos corpúsculos com uréia 8 M e os corpúsculos utilizados para os ensaios de 

solubilidade com diferentes concentrações do agente caotrópico uréia (Figura 17).  

 
 
Figura 17.  Análise por SDS-PAGE dos testes de solubilidade do corpúsculo em concentrações 

crescentes de uréia. A) (1) extrato da E. coli BL21 Star (DE3) pLysS com pAE vazio, 
(2) extrato da bactéria transformada com pAE-SmCPN, (3) lavagem com EDTA 50 mM, 
(4) lavagem com Triton X-100 2%, (5) lavagem com Tris HCl 50 mM, (6) lavagem com 
uréia 2 M, (7) lavagem com uréia 4 M, (8) lavagem com uréia 6 M, (9) lavagem com 
uréia 8 M, (10) lavagem com uréia 8 M, (11) lavagem com guanidina 6 M, (12) lavagem 
com guanidina 8 M, (13) padrão de peso molecular 97, 66, 45, 30, 20 e 14 kDa de cima 
para baixo. B) Mesmo gel que na esquerda, mas corado com InVision In-Gel stain para 
marcar proteínas com cauda de histidina. 

 

 Os corpúsculos lavados com concentrações crescentes de uréia foram analisados por 

SDS-PAGE (Figura 17A) e InVision In-Gel stain (Figura 17B). Observamos que a maior 

quantidade de proteína solubilizada está presente na lavagem com 8 M uréia (Ver Tabela 1). 

 
Tabela 1. Ensaio de solubilização de corpúsculos dos extratos de E. coli Bl21 (DE3) pLysS 

expressando rSmCPN 
 

Amostra Volume original 
(mL) 

Concentração 
g /l Proteína total (mg) 

Extrato total 30 3,56 106,9 
Lavagem com EDTA 50 mM  10 0,07 0,74 
Lavagem com Triton X-100 2% 10 0,68 2,4 
Lavagem com Tris 50 mM NaCl 150 mM 10 0,002 0,02 
Lavagem com uréia 2 M 10 0,02 0,22 
Lavagem com uréia 4 M 10 0,15 1,47 
Lavagem com uréia 6 M 10 0,45 4,5 
Lavagem com uréia 8 M 10 1,48 14,83 
Lavagem com uréia 8 M 10 0,16 1,58 
Lavagem com hidrocloreto de guanidina 6 M 10 0,2 1,97 
Lavagem com hidrocloreto de guanidina 8 M 10 0,08 0,78 
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 Uma vez solubilizada a proteína, investigou-se o enovelamento da proteína por 

diluição. Condições prévias haviam resultado em uma pobre solubilidade da proteína, seja por 

concentração alta de sais ou por pH, e quando tentou-se fazer a ligação da proteína na coluna, 

estando ela denaturada, as frações eluidas ainda continham contaminantes. Por isto decidimos 

testar novamente o enovelamento por diluição da proteína sob condições mais controladas. O 

primeiro dos testes realizados foi o enovelamento da proteína a diferentes pHs. 

 
 
Figura 18.  Análise por SDS-PAGE, dos ensaios de enovelamento da rSmCPN a diferentes pHs. 

(1) Corpúsculo solubilizado em 8 M uréia; frações solúveis dos enovelamentos a: (2) pH 
5; (3) pH 6; (4) pH 7; (5) pH 8; (6) pH 8,5; (7) pH 9; (8) marcador de massa molecular.  

 

 Pode-se observar que houve uma maior solubilidade da proteína realizando o 

enovelamento entre pH 8,0 e 8,5 (Figura 8, poços 5 e 6). No entanto, a quantidade recuperada 

neste primeiro passo ainda foi baixa, como pode-se observar na Tabela 2. 

 
Tabela 2. Análise quantitativa do enovelamento da rSmCPN a diferentes pH’s. 

 

Amostra/pH do enovelamento Concentração (g /L) proteína pH após enovelamento 
Corpúsculo solubilizado 

em 8 M uréia 1,90 ---------- 

pH 5 0,24 5,9 
pH 6 0,21 6,2 
pH 7 0,35 7,1 
pH 8 0,45 8,3 

pH 8,5 0,52 8,7 
pH 9 0,39 9,1 

 
Uma vez estabelecido o pH 8,5 como apropriado para o enovelamento, a seguinte 

abordagem foi investigar diferentes concentrações de sal, visto que este poderia ser um fator 

para precipitação da proteína no enovelamento. Para isto utilizou-se o corpúsculo que havia 

sido solubilizado com 8 M uréia a pH 8,5 para ser diluído em tampão com concentrações 
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crescentes de NaCl e enovelar por diluição. Como resultado, vimos que as concentrações de 

NaCl que permitiram maior solubilidade da proteína foram de 100 e 300 mM (Figura 19 e 

Tabela 3). 

 
 
Figura 19. Análise SDS-PAGE, do ensaio de enovelamento da rSmCPN a diferentes 

concentrações de NaCl. (1) Corpúsculo solubilizado com 8 M uréia; (2) fração solúvel 
do enovelamento a 100 mM de NaCl; (3) com 150 mM NaCl; (4) com 200 mM NaCl; 
(5) com 300 mM NaCl; (6) 400 mM NaCl; (7) 500 mM NaCl; (8) marcador. 

 
 

Tabela 3. Análise quantitativa do enovelamento da rSmCPN 
a diferentes concentrações de NaCl 

 

Amostra/concentração de NaCl Concentração (g /L) 
 proteína 

Corpúsculo solubilizado 
em 8 M uréia 2,13 

NaCl 100 mM 1,17 
NaCl 150 mM 0,71 
NaCl 200 mM 0,61 
NaCl 300 mM 1,35 
NaCl 400 mM 0,28 
NaCl 500 mM 0,61 

 

4.1.4.1 Purificação da rSmCPN renaturada 
 
 E. coli BL21 Star (DE3) pLysS transformada com pAE-SmCPN foi cultivada em meio 

2YT e induzida com IPTG; as células induzidas foram lisadas com tampão a pH 8,5, e as 

frações solúvel e insolúvel separadas por centrifugação (Figura 20, poços 3 e 4; Tabela 4); o 

corpúsculo de inclusão obtido foi posteriormente lavado e por último solubilizado com uréia 8 

M pH 8,5 (Figura 20, poço 7; Tabela 4). Este corpúsculo solubilizado (contendo 100% da 

proteína alvo) foi enovelado em tampão nas condições previamente estabelecidas de pH e 

concentração de NaCl (Figura 20, poço 9, Tabela 4), filtrado e passado por uma coluna de Ni 
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Sepharose ™ para purificar a proteína por cromatografia de afinidade. Observa-se uma perda 

de proteína no enovelamento (~47% de acordo com a Tabela 4): 

 
 
Figura 20.  Análise por SDS-PAGE 12% das etapas de purificação da rSmCPN. Foram colocadas 

20 g  em cada poço exceto nos dois últimos. (1) E. coli transformada com vetor vazio, 
(2) extrato total de E. coli expressando rSmCPN, (3) sobrenadante da cultura, (4) fração 
insolúvel, (5) primeira lavagem, (6) segunda lavagem, (7) Corpúsculo solubilizado com 8 
M uréia, (8) marcador de massa molecular, (9) proteína renaturada, (10) precipitado 
durante enovelamento; Cromatografia em Ni Sepharose™ (11) Flow-through, (12) 
Fração eluida, (13) Proteína solúvel após diálise em tampão glicina-NaOH pH 8,5, (14) 
Proteína solúvel após diálise em PBS pH 8,5, (15) marcador de massa molecular.  

 

 Ocorre também perda de proteína na fração Flow-through (Figura 20,  poço 11; Tabela 

4), isto é, uma parte da proteína (aproximadamente um 39%) não se liga à resina. Esta parte 

do processo poderá ser corregida nos processos posteriores de purificação. Após a 

cromatografia, as frações são eluídas com um gradiente de imidazol, e dialisadas em tampão 

apropriado para imunização (PBS, Glicina-NaOH) ou para teste de atividade enzimática. Na 

Figura 20, poços 13 e 14, observa-se que é recuperada uma maior quantidade de proteína na 

diálise com tampão glicina-NaOH pH 8,5 do que com PBS no mesmo pH, o que pode ser 

devido ao alto conteúdo de sais que fazem com que a proteína fique menos solúvel em água. 

Vemos também que a soma do das frações de Flow-through e da Eluição (Tabela 4) não 

atingem o valor total da proteína enovelada solúvel; esta diferença pode ser devida à perda de 

proteína no momento de concentrar as amostras (cutoff 10 kDa, Figura 20, poço 10) e 

degradação das mesmas. Mesmo assim, obtivemos 10% de rendimento e recuperamos 18,3 

mg de proteína por litro de cultura no final do processo. 
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Tabela 4. Tabela de rendimentos na purificação da rSmCPN obtida em E. coli 
 

Amostra Volume 
(mL) 

Concentração de proteína 
(mg/mL) 

Proteína 
total (mg) 

Proteína 
recombinante 

(mg) 

Rendimento 
(%) 

Extrato total 60 5,7 345 58,7 ---- 
Fração solúvel 60 3,3 195 ---- ---- 

Corpúsculo 60 2,7 164 55,8 ---- 
Solubilização do 

corpúsculo em 8 M uréia 20 6,5 128 66,6 100 

Proteína enovelada solúvel 54 2 108 31,3 47 
Precipitado no 
enovelamento 3 0,4 1,2 0,2  

Flow-Through 
Ni Sepharose ™ 10 2,3 23 8,1 12 

Eluição Ni Sepharose ™ 12 1,3 16 8,3 12 
Após diálise em glicina 12 1,3 16 8,3 12 

 

4.1.4.2 Purificação da rSmCPN desnaturada 
 

Visando melhorar o rendimento da purificação da rSmCPN, utilizou-se uma 

abordagem alternativa. Para tal fim, purificou-se, em pequena escala (volume de amostra e de 

resina de 500 L) a proteína, usando inicialmente a cromatografia de troca iônica em 

condições desnaturantes a pH 8,5. A proteína foi eluída com 80 mM NaCl. Esta eluição foi 

ajustada para um pH 7,0 e passada finalmente numa coluna de afinidade ao níquel, sendo 

eluida com 50 mM imidazol. Para avaliar a reproduzibilidade destes resultados, foi feita uma 

purificação em grande escala. A partir de um cultivo de 400 mL, obteve-se uma massa celular 

de 1,13 g, e 0,32 g de corpúsculo de inclusão. Estes 0,32 g foram solubilizados em uréia e 

purificados de acordo com a seqüência cromatográfica descrita acima, e as amostras 

quantificadas (Tabela 5) 

 
 

Tabela 5. Avaliação de rendimentos na purificação da rSmCPN desnaturada em 8 M uréia 
 

Amostra Volume 
(mL) 

Concentração de proteína 
(mg/mL) 

Proteína total 
(mg) 

Extrato total 30 6,86 206,1 
Fração solúvel 60 2,55 76,57 

Corpúsculo de inclusão 30 5,04 151,19 
Solubilização do corpúsculo em 8 M uréia 20 4,53 90,63 

Flow-Through IEC 95 0,08 8,12 
Lavagem IEC 60 mM NaCl 190 0,09 17,58 

Eluição 80 mM NaCl 780 0,06 51,49 
Eluição 1000 mM NaCl 210 0,09 19,31 
Flow-Through IMAC 770 0,03 26,32 

Lavagem 10 mM imidazol 140 0,02 3,92 
Eluição 50 mM imidazol  940 0,02 23,35 

Eluição 1000 mM imidazol 42 0,07 2,97 
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 Observamos que o corpúsculo de inclusão já lavado possui umas 90 mg de proteína 

total, das quais são eluídas ~50 mg de proteína total com 80 mM NaCl. É esta eluição a que é 

passada posteriormente por uma coluna de afinidade ao níquel, e eluída com 50 mM imidazol 

(~23 mg proteína total), obtendo-se no final do processo completo, uma pureza de 80% 

(Figura 21). 

 

Figura 21.   Gel SDS-PAGE 12% mostrando a rSmCPN durante os processos de purificação por 
cromatografia de troca iônica e cromatografía de afinidade ao níquel. ANT, amostra 
antes da cromatografia de troca iônica, TI, eluição da troca iônica, AFI, eluição da 
afinidade ao níquel. 

 

Os resultados preliminares desta abordagem mostraram uma rSmCPN mais pura 

quando comparados com os resultados obtidos na purificação da proteína previamente 

renaturada. Esta proteína mais pura foi utilizada nos experimentos de renaturação para 

detecção de atividade enzimática. 

 

4.1.5 Clonagem, expressão e purificação da SmCPN em Pichia pastoris 
 
 Com o propósito de obter uma preparação mais pura da rSmCPN e em sua 

conformação nativa, foi iniciada a clonagem do cDNA para expressão no sistema eucariótico 

P. pastoris. Este sistema apresenta muitas vantagens quando comparado com o sistema de 

expressão em E. coli: secreção de proteínas, permitindo uma purificação relativamente mais 

fácil e curta do que a feita com corpúsculos de inclusão; produção de proteínas geralmente 

com estrutura terciária apropriada (o qual possibilitaria a obtenção de uma molécula 

funcional) e a possibilidade de modificações pós-traducionais, e.g. glicosilações, que muitas 

vezes são importantes no contexto da funcionalidade molecular enzimática. Partindo desta 

premisa, o cDNA da SmCPN (~1500 bp) foi clonado (Figura 22) no vetor pPICZA 

(Invitrogen™, ~3600 bp), sem o códon de iniciação nem de terminação, devido ao fato deste 
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vetor já fornecer esses tipos de codificações. 

 
Figura 22. Gel de agarose 1% mostrando a análise de restrição da clonagem do cDNA da 

SmCPN no vetor pPICZA. 1, Marcador de DNA; 2, Vetor vazio; 3, vetor (~3600 bp) e 
fragmento do cDNA da SmCPN (~1500 bp) após digestão com as enzimas KpnI e XbaI. 

 

Em uma triagem preliminar por Western blot da expressão da rSmCPN com anticorpo 

anti-His, não foi encontrado nível visível de expressão (dados não mostrados). A cepa de 

levedura utilizada para a expressão foi a GS115, e o método de transformação escolhido foi a 

eletroporação. Paralelamente com estes resultados, o grupo do Prof. Alan Wilson, na 

Inglaterra, obteve uma boa expressão (em pureza e quantidade da ordem das microgramas) de 

uma proteína clonada do parasita, pelo qual foi decidido realizar um estágio curto no seu 

laboratorio (03/2009-05/2009) com a finalidade de aprender as técnicas utilizadas aí. A cepa 

de levedura utilizada para a expressão na Inglaterra foi a X33, e o método de transformação 

utilizado foi o método de choque térmico. A quantidade de DNA utilizada foi menor (3 

microgramas) que quando utilizado o método de eletroporação (10 microgramas) e não houve 

necessidade de ver a inserção de múltiplas cópias do fragmento no genoma, como é feito no 

caso da eletroporação da GS115. 
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Figura 23. Análise por Western blot da expressão da rSmCPN em P. pastoris. As amostras 

analisadas são conjunto de todos os tempos coletados (12, 18, 30, 42, 54, 60 h) dos 
sobrenadantes das culturas de leveduras, precipitadas com TCA e separadas em géis de 
gradiente de 4-12%. 1-8, clones 1-8; C, controle de expressão e marcação do anti-His; M, 
marcador de massa molecular. Anticorpo utilizado: HRP-conjugated anti-His antibody 
(Sigma). 

 

Nesta análise por Western blot, se pode observar que há expressão na maioria dos 

sobrenadantes das culturas das cepas escolhidas para expressar rSmCPN [~55 kDa, sem 

glicosilações, (Figura 23)], com sinais claros de degradação protéica em alguns clones, 

quando comparados com o controle positivo da proteína desconhecida de S. mansoni expressa 

em P. pastoris (gentileza do Prof. Alan Wilson). 

Em seguida, foi realizada a purificação desta proteína secretada mediante coluna de 

afinidade ao níquel, para o qual, foram escolhidos três clones de P. pastoris transformada 

rSmCPN. Não foi possível observar alguma proteína na eluição da cromatografia de rSmCPN. 

A rSmCPN possívelmente não foi expressa e o que foi visto na análise por Western blot era 

marcação inespecífica, uma vez que utilizou-se um anticorpo anti-His que poderia reagir 

cruzadamente com epítopos de outras proteínas ricos em histidina. Este resultado negativo 

explicaria o fato de não termos conseguido purificar a proteína por afinidade ao níquel. 

Os experimentos de expressão feitos na Inglaterra foram refeitos no Brasil com o 

intuito de testarmos mais clones dos que foram inicialmente testados no estágio fora. Para isto 

realizamos uma nova transformação na cepa X-33 e testamos 50 clones. Estes 50 clones 

foram analisados quanto à presença do inserto ou não mediante um PCR simples com 

iniciadores próprios da rSmCPN (Figura 24) 
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Figura 24. Gel de agarose 1% mostrando a amplificação do cDNA (1474 bp) da rSmCPN 

clonada no vetor pPicZA e transformada nos 50 clones analisados. Contando da 
esquerda à direita e de cima para baixo, temos o clone 1 até o clone 50, mais o controle 
positivo no último poço. 
 

  No total, houveram 35 clones positivos quanto à presença do fragmento da rSmCPN. 

Foi com estes clones que começamos os testes de expressão. No entanto, quando avaliada a 

expressão por Western blot, não houve expressão da proteína (dados não mostrados). 

 

4.1.6 Avaliação da expressão da SmCPN nos estágios do parasita por Western blot 
 
 Foi avaliada a expressão de SmCPN utilizando o anticorpo anti-rSmCPN numa 

diluição de 1:10000 nos cinco estágios do parasita por Western blot. Neste ponto é preciso 

ressaltar que a SmCPN nativa tem uma massa molecular de ~55 kDa. Pode-se observar no 

WB essa banda de ~55 kDa em todos os estágios do verme (Figura 25). No fraccionamento 

dos vermes desnudos em comparação com o tegumento, observamos uma banda de massa 

molecular um pouco maior, além da correspondente em tamanho, talvez por uma potencial N-

glicosilação, a qual foi predita na análise de seqüência, e que também aparece muito tênue nos 

estágios de miracídio, cercária e esquistossômulo de cultura de 7 dias. Outra característica 

importante é a presença de peptídeo sinal na proteína, o que faria com que esta proteína seja 

secretada. Partindo desta premisa, foi coletado o meio de cultura de verme adulto e este 

concentrado 100 vezes. Foram comparados os meios de cultura com e sem verme. Foi 

detectada a presença de uma banda que não aparece no meio de cultura sem o parasita (meio 

virgem), mas que migra um pouco abaixo daquela observada no verme adulto. Isto poderia ser 

conseqüência da albumina presente também ter sido concentrada, formando uma banda de 

tamanho desproporcional que desloca a banda da SmCPN (Figura 25, poço 10). 
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Figura 25.  Análise por Western blot em condições redutoras da expressão da SmCPN em cinco 

estágios do parasita. (rSmCPN) rSmCPN, 30 ng; extrato de (OVO) ovos; (MIR) 
miracídio; (CER) cercária; (S7D) esquistossômulos de 7 dias; (ADU) adultos; (TEG) 
tegumento; (DES) vermes desnudos; (MES) meio de cultura de esquistossômulo adulto; 
(MEV) meio virgem. Foram colocados 20 g  de proteína de todos os estágios e frações 
exceto nas amostras de meio de cultura. 

 

4.1.7 Deglicosilação da SmCPN 
 
 Foi analisada a possibilidade da SmCPN estar glicosilada na sua forma nativa. Para 

isto, utilizaram-se amostras recém extraidas de tegumento para serem desnaturadas, 

adicionando-se em seguida tampão de deglicosilação, e a enzima específica para eliminar N-

glicosilações, a PNGase F (New England Biolabs). O tratamento enzimático não alterou o 

tamanho da proteína (Figura 25). 
 

 
 
Figura 26. Análise da N-glicosilação da SmCPN por Western blot. rSmCPN, SmCPN 

recombinante obtida em E. coli, 50 ng; TEG (+), amostra de 20 g  de tegumento 
tratada com tampão de deglicosilação e enzima; TEG (-), amostra de 20 g  de 
tegumento tratada com tampão de deglicosilação sem enzima. Anticorpo primário: anti-
rSmCPN 1:1000, anticorpo secundário: HRP conjugated goat anti-rat 1:5000. 
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Outro fator que indica que a proteína talvez não esteja glicosilada é que a própria 

proteína nativa tem um tamanho igual ao da proteína recombinante (amostra não tratada com 

enzima, poço 2 na (Figura 26). 

 
4.1.8 Imunolocalização da SmCPN nos diferentes estágios 
 
 Com a finalidade de estabelecer a localização da proteína nas estruturas teciduais do 

verme, foram realizados vários cortes histológicos em parasita adulto e estes incubados com 

anticorpo anti-rSmCPN (Figura 27). 
 

 
Figura 27. Seções transversais de parasita adulto macho incubado com anti-rSmCPN. A) 

Amostra incubada com soro anti-rSmCPN imunoadsorvido contra extrato de E. coli, 
1:500, imagem de contraste de interferência diferencial. B) Imagem de fluorescência 
confocal de A). C) Amostra incubada com soro naïve imunoadsorvido contra E. coli 
1:500, imagem de contraste de interferência diferencial. D) Imagem de fluorescência 
confocal de C). A fluorescência verde indica a presença da SmCPN, enquanto a 
fluorescência vermelha indica a presença de actina. Anticorpo secundário Alexa Flúor 
488 Goat anti-Rat IgG, 1:200. 
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 Os anticorpos utilizados para esta imunolocalização foram os mesmos utilizados para 

o Western blot (Figura 25). Para as posteriores imunolocalizações da proteína no parasita 

inteiro, o anticorpo usado foi purificado e imunoselecionado. Este anticorpo nos permitiu 

obter marcações com menor inespecificidade, embora com menor sensibilidade. 

 Quando elaborada a imagem tridimensional do esquistossômulo de 3 horas incubado 

com o anticorpo, observou-se uma expressão baixa de SmCPN (Figura 28). 

 

 
 
Figura 28.  Imagem confocal tridimensional de esquistossômulo de 3 h incubado com anticorpo 

anti-rSmCPN. Observa-se uma tênue fluorescência verde no interior do parsita. A 
fluorescência verde indica a presença da SmCPN. Actina está marcada com faloidina-
rhodamina, em vermelho. Anticorpo primário: anti-rSmCPN purificado 1:100, anticorpo 
secundário: Alexa Flúor 488 Goat anti-Rat IgG, 1:200. 

 

 No esquistossômulo de 7 dias observa-se, similarmente às anteriores 

imunolocalizações, fluorescência no interior do parasita (Figura 29 B) e alguns pontos 

fortemente marcados com o anticorpo. 
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Figura 29.  Imunolocalização da SmCPN em esquistossômulo de 7 dias. A) Amostra incubada com 
soro anti-rSmCPN imunoselecionado 1:100, imagem de contraste de interferência 
diferencial mostrando a marcação com faloidina destacando o tecido muscular do 
parasita. B) imagem de fluorescência confocal de A) mostrando a localização da SmCPN. 
C) Amostra incubada com soro naïve imunoselecionado 1:100, imagem de contraste de 
interferência diferencial mostrando a marcação com faloidina destacando o tecido 
muscular do parasita. D) Imagem de fluorescência confocal de C). A fluorescência verde 
indica a presença da SmCPN, enquanto a fluorescência vermelha indica a presencia de 
actina. Anticorpo secundário Alexa Flúor 488 Goat anti-Rat IgG, 1:200. 

 
As imunolocalizações aqui mostradas demonstram certo grau de expressão da proteína 

nos tecidos dos estágios larvais e adulto intra hospedeiro. 

 

4.1.9 Ensaio de atividade da SmCPN 
 
 Um dos objetivos do projeto foi avaliar a atividade enzimática das proteínas 

purificadas, desta maneira poderia ser confirmada a função da molécula no parasita, e 

indiretamente confere-se que o processo de enovelamento in vitro realmente funciona. Para 

isto, foram realizados ensaios de atividade carboxipeptidásica utilizando como controle a 

Carboxipeptidase B (CPB) obtida a partir de pâncreas suíno (Figura 30). 
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Figura 30. Ensaio de atividade enzimática da rSmCPN. Ensaio feito a temperatura ambiente 

utilizando o CPB suíno como controle positivo (0,25 U), rSmCPN de E. coli a pH’s 7,79 
e 8,5 e meio de cultura de esquistossômo adulto. 

 

A atividade da enzima foi ensaiada usando o substrato FA-Ala Lys, que tem 

absorbância a DO 336 nm e diminui quando o substrato é degradado. A um pH de 7,79 não 

foi possível observar atividade da proteína recombinante (Figura 27). No entanto o uso do 

controle positivo (CPB) permite-nos ver que pelo menos o protocolo de ensaio está sendo 

realizado da maneira adequada. A presença de atividade baixa no extrato de ovos (Figura 28) 

em comparação com o controle positivo nos revela a pouca quantidade de proteína presente 

no extrato, ou até mesmo algum tipo de interferência no tampão utilizado para fazer o extrato. 
 

 
 
Figura 31. Ensaio de atividade enzimática da SmCPN. Ensaio feito a temperatura ambiente 

utilizando o CPB suíno como controle positivo (0,25 U), extrato de ovos e extrato de 
adulto de S. mansoni. 
 

 Uma vez que foi obtida uma preparação aceitávelmente pura da rSmCPN solubilizada 

em 8 M uréia, foi testada a renaturação da proteína pura em 96 condições de enovelamento 

diferentes com a ajuda do kit iFOLD (Pierce). Este kit permite a avaliação simultânea de 

várias composições diferentes de tampões para a renaturação correta de proteínas in vitro 

expressas em corpúsculos de inclusão. Para isto, colocam-se 50 g  de proteína purificada e 
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solubilizada em 8 M uréia em cada um dos poços de uma placa contendo 96 poços dentro dos 

quais estão os tampões (Figura 32).  

 

Figura 32. Representação esquemática da distribuição dos 96 diferentes tampões de 
enovelamento na placa do sistema iFOLD System 2 (Pierce). 
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 Após o enovelamento, cada uma das 96 renaturações é dializada no tampão Hepes 50 

mM pH 7,75 e a atividade enzimática avaliada. O resultado pode ser visto na Figura 33, onde 

obtemos clara atividade na preparação do tampão B3: 

 

Figura 33. Atividade enzimática da rSmCPN renaturada no kit iFOLD. Representação 
esquemática dos resultados de atividade enzimática testada após a renaturação em 96 
condições diferentes de acordo com o esquema da Figura 32. 
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 Vemos atividade na renaturação com os tampões D1, D7 e D9. No entanto, estes 

tampões não possuem metais, o que leva à hipótese de que a atividade detectada pode ser 

devida a algum erro sistemático, uma vez que a proteína requer zinco como cofator metálico 

(Figura 7). O controle positivo mostrou-se eficientemente ativo (Figura 34).  

 

Figura 34. Comparação das atividades enzimáticas da CPB e rSmCPN no teste com o kit 
iFOLD. A), atividade enzimática da CPB (5U/mL). B) atividade enzimática da rSmCPN 
purificada (~50 g ), renaturada no tampão B3 do kit iFOLD. O substrato utilizado para 
A) e B) foi a Furyl-Acryloyl-Alanina Lisina, a 37 °C por três minutos. A diminuição da 
absorbância ocorre devido à degradação do substrato. 

 

Na seqüência, o corpúsculo solubilizado foi renaturado com o tampão mencionado 

para testar a reprodutibilidade do teste de renaturação/atividade enzimática e poder escolher 

as futuras condições de renaturação da rSmCPN, sem obtermos resultados satisfatórios.  

Igualmente foi testada a atividade enzimática do extrato solúvel de ovos (extrato preparado 

com PBS apenas) sem podermos observar atividade. 

 

4.1.10 Resposta humoral e celular na imunização com a rSmCPN 
 

Camundongos fêmeas foram imunizados com três doses da rSmCPN e desafiados com 

cercárias aos 46 dias. Foram analisadas as amostras de soro obtidas aos 45 e 90 dias do 

experimento por ELISA (Figura 35). 
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Figura 35.  Gráfico da produção de anticorpos IgG total anti-rSmCPN nos camundongos 

imunizados, sangrias aos 45 e 90 dias. 
 

Observa-se um aumento de IgG anti-SmCPN, que se mantém no mesmo nível após o 

desafio, até o momento da perfusão (Figura 35). A seguir, foram avaliados os níveis dos 

distintos subtipos de IgG (Figura 36). A razão de IgG1/IgG2a aos 45 dias foi de 5,1, 

diminuindo para 3,7 aos 90 dias, indicando uma redução do caráter Th2  após o desafio.  

 
Figura 36.   Concentrações de IgG1 e IgG2a aos 45 (pré desafio) e 90 dias (pós desafio) em 

camundongos imunizados com a rSmCPN. 
 

Paralelamente, foi analisada a produção das citocinas IFN-, IL-4 e IL-5 após o 

desafio (Figura 37). 
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Figura 37.   Resultados da contagem de esplenócitos produtores de citocinas provenientes de 

animais imunizados com rSmCPN e desafiados aos 90 dias. A) Secreção de IFN-. B) 
Secreção de IL-4. C) Secreção de IL-5. 

 

A imunização de camundongos com rSmCPN e CFA, induziu elevada produção de 

IFN-, mas também produção de IL-4 e IL-5, indicando uma resposta imune mista Th1/Th2, o 

qual seria uma resposta imune favorável ao parasita. 

 

4.1.11 Avaliação do potencial protetor da rSmCPN 
 
 Os grupos de animais imunizados com as proteínas recombinantes foram então 

avaliadas quanto à proteção contra desafio com cercária de S. mansoni. Os animais foram 

submetidos a infecção percutânea com 100 cercárias cada um, e após 45 dias estes foram 

recuperados por perfusão. A contagem dos vermes em relação ao grupo controle imunizado 

apenas com o adjuvante indicaria a percentagem de proteção. A análise estatística da 

contagem dos vermes (p<0.05, Figura 38) revelou pouca diferença estatística entre a contagem 

dos grupos, e em conseqüência uma limitada capacidade do candidato vacinal para induzir 

redução do número de parasitas.  
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Figura 38.  Ensaio de imunização com a rSmCPN e desafio com cercária. Grupos de 10 

camundongos C57Bl6 fêmeas imunizadas com rSmCPN e CFA ou CFA como controle 
(3 doses), foram desafiadas com cercárias 14 dias após a última dose 

 

Os resultados da vacinação com a rSmCPN indicam a capacidade do S. mansoni em 

manipular a resposta imune em seu benefício, com a finalidade de sobreviver num ambiente 

hostil como a corrente sangüínea do hospedeiro, o qual se vê refletido no baixo nível de 

proteção observado após imunização com a proteína recombinante. 

 

4.2 ESFINGOMIELINASE  
 
4.2.1 Análise bioinformática 
 
 A seqüência parcial do cDNA da Esfingomielinase (SmSMase) obtido do Projeto do 

Transcriptoma está mostrada abaixo, ressaltando os aminoácidos envolvidos no sítio ativo, 

reconhecimento de substrato, ligação ao cofator, região transmembrana e o domínio 

endo/exo/fosfatase (Figura 39): 
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      1 taacgccgaaacgtatctccgggtcgtaaagcttcactgctatcacctaatattataatt 
        *  R  R  N  V  S  P  G  R  K  A  S  L  L  S  P  N  I  I  I  
     61 cacagcatggttgaagaaaagttcaaggttttaacatttaattgctgggccgtgtttttc 
        H  S  M  V  E  E  K  F  K  V  L  T  F  N  C  W  A  V  F  F  
    121 ccgtcttcgactgtgagaaaagaagaccgtgtcaatgcgattgcctcgaagttatcagtt 
        P  S  S  T  V  R  K  E  D  R  V  N  A  I  A  S  K  L  S  V  
    181 ggggatttcgatgtgattttacttcaggagatttggctggaatcagattacagaaagctt 
        G  D  F  D  V  I  L  L  Q  E  I  W  L  E  S  D  Y  R  K  L  
    241 cgaaacattttggacgagaagtatccgtactctaattacttttactgcaaccttatagga 
        R  N  I  L  D  E  K  Y  P  Y  S  N  Y  F  Y  C  N  L  I  G  
    301 actggtatgtgcatattttcaaaatggactatagaatgtgtgttcacacatccctttact 
        T  G  M  C  I  F  S  K  W  T  I  E  C  V  F  T  H  P  F  T  
    361 gctaacggatatcctcatcttattcaccaggctgattactattgtggtaaaggtattggg 
        A  N  G  Y  P  H  L  I  H  Q  A  D  Y  Y  C  G  K  G  I  G  
    421 ttagctcggatcacaagcaaagaaggatttaggattaacttttatgtaactcacttaatt 
        L  A  R  I  T  S  K  E  G  F  R  I  N  F  Y  V  T  H  L  I  
    481 gctcgttatgaattagatcgtatgttggatagatataatggacatcgaatatctcaatta 
        A  R  Y  E  L  D  R  M  L  D  R  Y  N  G  H  R  I  S  Q  L  
    541 gttgaagtaatggaatttgttcgcatgacatccactggttctgatgcaattataattact 
        V  E  V  M  E  F  V  R  M  T  S  T  G  S  D  A  I  I  I  T  
    601 ggagatttcaatttggaatcgaatacttcagctattgaattatttagtacttcattaaaa 
        G  D  F  N  L  E  S  N  T  S  A  I  E  L  F  S  T  S  L  K  
    661 ttatctgatgcatggcttaataatactgttgctttgaagaatacaaatattacagatcta 
        L  S  D  A  W  L  N  N  T  V  A  L  K  N  T  N  I  T  D  L  
    721 gagtcagaaggatgtacgtgtgatcgagctgataatccttatcgtaatcaactgtggaca 
        E  S  E  G  C  T  C  D  R  A  D  N  P  Y  R  N  Q  L  W  T  
    781 aatacttatggaaatggtgaaagattagattacatattttatcgttctggtccatcaata 
        N  T  Y  G  N  G  E  R  L  D  Y  I  F  Y  R  S  G  P  S  I  
    841 atagattcattttatataccatcctatgctaaacttgtctgtaattcgtgttggttagat 
        I  D  S  F  Y  I  P  S  Y  A  K  L  V  C  N  S  C  W  L  D  
    901 atgcgtaaagtacctggcgacccacatggtttacattactccgatcacgaaggtgtagcc 
        M  R  K  V  P  G  D  P  H  G  L  H  Y  S  D  H  E  G  V  A  
    961 gcaagctttactattacaagattacgcaatcccgtcaaaccagagggtgaaacaatgtca 
        A  S  F  T  I  T  R  L  R  N  P  V  K  P  E  G  E  T  M  S  
   1021 acaagtgaattaaatcgattacgtgatttattattagatatagatcaacaattaactcgt 
        T  S  E  L  N  R  L  R  D  L  L  L  D  I  D  Q  Q  L  T  R  
   1081 ggtttaaatcaatgtttacatggtcgtgtattgcatttaacatgggcaataataattaca 
        G  L  N  Q  C  L  H  G  R  V  L  H  L  T  W  A  I  I  I  T  
   1141 tttttattagttatattaatatttttttatccaaatgatagatttacatcaattataaaa 
        F  L  L  V  I  L  I  F  F  Y  P  N  D  R  F  T  S  I  I  K  
   1201 tgtttatttgaaatattacttggtattatattattctcattaatttggggttcattaatt 
        C  L  F  E  I  L  L  G  I  I  L  F  S  L  I  W  G  S  L  I  
   1261 ggtagaactatagaaaaatctggtttacaaaatgc 1415    
        G  R  T  I  E  K  S  G  L  Q  N   

 
Figura 39. Seqüência da Esfingomielinase de S. mansoni (SmSMase). 

Ressaltado em cinza, domínio exo/endo/fosfatase; ressaltado em azul, região 
transmembrana; C=cisteína; D=ácido aspártico; E=ácido glutâmico; G=glicina; 
H=histidina; I=isoleucina; L=leucina; N=asparagina; R=arginina; S=serina; T=treonina, 
Y=tyrosina. 

 
 
 Esta seqüência parcial não possui peptídeo sinal, mas sim uma região transmembrana 

[a enzima poderia ser uma proteína de membrana e estar exposta no tegumento do verme 

(REDMAN et al., 1997)], e domínio endonuclease/exonuclease/fosfatase. De acordo com o 

software ClustalW, a seqüência de S. mansoni possui 23% de similaridade à seqüência 

ortóloga de M. musculus, e 24% à seqüência ortóloga de H. sapiens. O aminoácido 

responsável pela união ao átomo de magnésio é um resíduo de ácido glutâmico na posição 48 

(E), o reconhecimento do substrato ocorre no ácido aspártico na posição 110 (D), na tirosina 

na posição 141 (Y) e na asparagina na posição 182 (N) (MIZUTANI et al., 2000), enquanto a 
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atividade enzimática envolve as histidinas (H) nas posições 136, 153, 294 e um resíduo de 

acido aspártico (D) 293 (GONI; ALONSO, 2002). Foram preditos três sítios possíveis de N-

glicosilação (segundo padrão de glicosilação de proteínas em humanos), e nenhum de O-

glicosilação.  
 Comparando esta seqüência com os ortólogos de Homo sapiens e Mus musculus, 

verificamos a conservação dos sítios de ligação e sítio ativo da enzima (Figura 40). 

 
SM_Hsapiens        MKPNFSLRLRIFNLNCWGIPYLS--KHRADRMRRLGDFLNQESFDLALLEEVWSEQDFQY 58 
SM_Mmusculus       MKLNFSLRLRVFNLNCWDIPYLS--KHRADRMKRLGDFLNLENFDLALLEEVWSEQDFQY 58 
SM_Smansoni        ---MVEEKFKVLTFNCWAVFFPSSTVRKEDRVNAIASKLSVGDFDVILLQEIWLESDYRK 57 
                        .. :::::.:*** : : *   :: **:. :.. *.  .**: **:*:* *.*::  
 
SM_Hsapiens        LRQKLSPTYPAAHHFRSGIIGSGLCVFSKHPIQELTQHIYTLNGYPYMIHHGDWFSGKAV 118 
SM_Mmusculus       LRQRLSLTYPDAHYFRSGMIGSGLCVFSKHPIQEIFQHVYSLNGYPYMFHHGDWFCGKSV 118 
SM_Smansoni        LRNILDEKYPYSNYFYCNLIGTGMCIFSKWTIECVFTHPFTANGYPHLIHQADYYCGKGI 117 
                   **: *. .** :::* ..:**:*:*:*** .*: :  * :: ****:::*:.*::.**.: 
 
SM_Hsapiens        GLLVLHLS-GMVLNAYVTHLHAEYN--RQKDIYLAHRVAQAWELAQFIHHTSKKADVVLL 175 
SM_Mmusculus       GLLVLRLS-GLVLNAYVTHLHAEYS--RQKDIYFAHRVAQAWELAQFIHHTSKNADVVLL 175 
SM_Smansoni        GLARITSKEGFRINFYVTHLIARYELDRMLDRYNGHRISQLVEVMEFVRMTSTGSDAIII 177 
                   **  :  . *: :* ***** *.*.  *  * * .**::*  *: :*:: **. :*.::: 
 
SM_Hsapiens        CGDLNMHPEDLGCCLLKEWTGLHDAYLETRDFKGSEEGNTMVPKNCYVSQQE-------- 227 
SM_Mmusculus       CGDLNMHPKDLGCCLLKEWTGLHDAFVETEDFKGSDDGCTMVPKNCYVSQQD-------- 227 
SM_Smansoni        TGDFNLESNTSAIELFSTSLKLSDAWLNNTVALKNTNITDLESEGCTCDRADNPYRNQLW 237 
                    **:*:..:  .  *:.    * **:::.     . :   : .:.*  .: :         
 
SM_Hsapiens        LKPFPFGVRIDYVLYKA----VSGFYIS---------CKSFETTTGFDPHRGTPLSDHEA 274 
SM_Mmusculus       LGPFPSGIRIDYVLYKA----VSEFHVC---------CETLKTTTGCDPHSDKPFSDHEA 274 
SM_Smansoni        TNTYGNGERLDYIFYRSGPSIIDSFYIPSYAKLVCNSCWLDMRKVPGDPHG-LHYSDHEG 296 
                     .:  * *:**::*::    :. *::          *     ..  ***     ****. 
 
SM_Hsapiens        LMATLFVRHSP-PQQNPSSTHGPAERSPLMCVLKEAWTELGLGMAQARWWATFASYVIGL 333 
SM_Mmusculus       LMATLYVKHSP-PQEDPCTACGPLERSDLISVLREARTELGLGIAKARWWAAFSGYVIVW 333 
SM_Smansoni        VAASFTITRLRNPVKPEGETMSTSELNRLRDLLLDIDQQLTRGLNQCLHGRVLHLTWAII 356 
                   : *:: : :   * :    : .. * . *  :* :   :*  *: :.    .:        
 
SM_Hsapiens        GLLLLALLCVLAAGGGAGEAAILLWTPSVGLVLWAGAFYLFHVQEVNGLYRAQAELQHVL 393 
SM_Mmusculus       GLSLLVLLCVLAAGEEAREVAIILCIPSVGLVLVAGAVYLFHKQEAKGLCRAQAEMLHVL 393 
SM_Smansoni        ITFLLVILIFFYPNDRFTSIIKCLFEILLGIILFS------------------LIWGSLI 398 
                      **.:* .: ..    .    *    :*::* :                       :: 
 
SM_Hsapiens        GRAREAQDLGPEPQPALLLGQQEGDRTKEQ 423 
SM_Mmusculus       TRETETQDRGSEPHLAYCL-QQEGDRA--- 419 
SM_Smansoni        GRTIEKSGLQN------------------- 409 
                    *  * ..                        

 
Figura 40.  Alinhamento das seqüências nSmase de Homo sapiens, Mus musculus e Schistosoma 

mansoni. Ressaltado em azul, região transmembrana; C=cisteína; D=ácido aspártico; 
E=ácido glutâmico; H=histidina; L=leucina; N=asparagina; R=arginina; Y=tyrosina; 
(*)=aminoácidos iguais nas três seqüências; (:)= aminoácidos conservados nas três 
seqüências; (.)=aminoácidos semiconservados nas três seqüências. 
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4.2.2 Real Time PCR  
 

O transcrito da SmSMase apresenta uma expressão aumentada em ovos de 

aproximadamente 9 vezes em relação com o estágio de esquistossômulo (Figura 41). Os 

valores correspondentes a cada estágio apresentaram diferença estatística entre eles, exceto 

quando comparados cercárias e adultos. A expressão gênica aumenta novamente em cercária, 

se reduzindo em esquistossômulos e aumentando novamente na fase adulta. 

 

 

Figura 41. Análise comparativa da expressão diferencial do transcrito da SmSMase entre os 
estágios do parasita. Fold Change = 2 (-ΔΔCt) relativo ao estágio de esquistossômulo. *, 
**, ***, ****, ***** indicam diferenças estatísticamente significativas entre os valores 
das amostras analisadas. 

 

4.2.3 Expressão da rSmSMase em E. coli 
 
Com a finalidade de obter a proteína recombinante, foi avaliada a expressão de 

rSmSMase em diferentes cepas de E. coli. As cepas BL21-SI, BL21 Star (DE3) pLysS e 

BL21 (DE3) foram transformadas com o plasmídeo de expressão pAE-SmSMase e as 

bactérias transformadas selecionadas em meio com ampicilina. Uma análise por Western blot 

confirmou a expressão da proteína nas 3 cepas (Figura 42). 
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Figura 42.  Western blot da expressão da rSmSMase em E. coli BL21 (DE3), E. coli BL21 Star 

(DE3) pLysS e  BL21-SI. Para A), B) e C): Extratos totais de: (1) bactéria com 
plasmídeo vazio não induzida (NI), (2) bactéria com plasmídeo vazio induzida (I), (3) 
bactéria transformada com pAE-SmSMase, clone 1 (NI), (4) clone 1, (I), (5) clone 2, 
(NI),  (6) clone 2, (I), (7) clone 3, (NI), (8) clone 3, (I), (9) marcador de massa molecular. 
Foram colocadas 20 g  de proteína em cada poço, anticorpo primário mouse anti-His 
Tag 1:6000, secundário sheep HRP-conjugated anti mouse IgG 1:1000. 

 

 A cepa BL21 Star (DE3) pLysS mostrou o melhor rendimento de expressão da 

SmSMase. Foi analisada para verificar se a expressão ocorria na fração solúvel ou na 

insolúvel, demonstrando-se a sua presença na fração insolúvel dos extratos totais. Na análise 

com concentrações crescentes de uréia, observou-se que a maioria da proteína se solubilizava 

entre 4 e 8 M uréia, e a partir daí os corpúsculos passaram a ser solubilizados com 8 M uréia 

(Figura 43). 

 

Figura 43.  Análise por SDS-PAGE de amostras de extratos de corpúsculos para solubilização da 
rSmSMase em concentrações crescentes de uréia. (1) Fração solúvel a partir do extrato 
total, (2) fração insolúvel em tampão Tris 40 mM pH 8.5, (3) corpúsculo total em tampão 
Tris 40 mM pH 8.5 e 2% Triton X-100, (4) lavagem com 1 M uréia e 2% Triton X-100, 
(5) LMW, (6) 2 M uréia na mesma solução, (7) 4 M uréia na mesma solução, (8) 6 M 
uréia e (9) 8 M uréia.  
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 No entanto, devido à presença de uma banda própria da E. coli com tamanho similar 

(Figura 43, poço 6), foi preciso fazer uma nova triagem por Western blot (Figura 44) 

 
Figura 44.  Western blot de amostras dos extratos dos corpúsculos de E. coli BL21 Star (DE3) 

pLysS expressando rSmSMase. A), Western blot das lavagens dos corpúsculos usando 
anti-His 1:1000. B), Membrana de PVDF corada com Coomassie para correlação com o 
Western blot. Para A) e B), (1) sobrenadante da indução, (2) corpúsculo total, (3) 
lavagem com Triton X-100 2%, (4) lavagem com Triton X-100 2%, (5) EDTA 50 mM, 
(6) 1 M uréia, (7) 2 M uréia, (8) 4 M uréia, (9) 6 M uréia, (10) uréia 8 M, (11) Guanidina 
6M, (12) Guanidina 6 M, (13) marcador de massa molecular LMW. 
 

 De acordo com a Figura 44, a rSmSMase (~41 kDa) está presente no corpúsculo total 

e se solubiliza entre 6 e 8 M uréia. A fração com 6 M uréia é bastante purificada. 

Por outro lado, se a Figura 44B, poço 2, for analisada detalhadamente, observa-se 

marcação na parte superior do WB, o que indicaria um acúmulo de proteína cauda de histidina 

que não consegue entrar no gel de corrida. Isto poderia estar acontecendo porque, de fato, a 

proteína está se agregando e formando complexos de elevada massa molecular, o qual está 

mais concentrado que o gel “stacking”. Isto poderia ser devido a uma pouca quantidade de 

agente denaturante (SDS) ou de agente redutor (-ME). Para testar esta hipótese, foram 

utilizadas amostras da análise de enovelamento da rSmSMase com diferentes concentrações 

de NaCl para realizar um teste com dois tampões de amostra (Figura 45), sendo um o tampão 

que é utilizado de rotina no laboratório e o outro um tampão com uma concentração maior de 

SDS e tendo DTT como agente redutor ao invés de -mercaptoetanol. As diferenças entre o 

uso de um tampão e o outro são evidentes por si mesmas; a maior quantidade de SDS e a 

presença de um agente redutor mais potente no tampão de amostra fazem com que a proteína 

fique totalmente dissociada e consiga ser separada como uma banda. A seqüência da 

SmSMase clonada e expressa possui 10 cisteínas, o qual poderia explicar a agregação protéica 

vista usando -ME como agente redutor. 
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Figura 45.  Análise por SDS-PAGE em gel 12% do efeito dos agentes redutores nos tampões de 

amostra contendo rSmSMase e concentração de NaCl. A) utilizando -mercaptoetanol 
e B) utilizando DTT: (1) enovelamento sem NaCl, (2) 100 mM NaCl, (3) 150 mM NaCl, 
(4) 200 mM NaCl, (5) 300 mM NaCl, (6) 400 mM NaCl, (7) 500 mM NaCl. 
 

 Continuando com as análises iniciais, uma vez determinada que a rSmSMase estava na 

fração insolúvel e era solubilizada com 8 M uréia, foram analisadas as diferentes condições de 

enovelamento quanto a pH (entre pH 7 e 9) e concentração de NaCl (entre 0 e 500 mM NaCl) 

(Figura 46, Tabela 6 e 7). Os corpúsculos foram diluídos 100X em tampão a baixa 

temperatura, e após 12 h foram filtrados em membrana de 0,8 m para separar o que tivesse 

precipitado durante o processo. Os melhores resultados obtidos quanto ao pH e concentração 

de NaCl foram a pH 8,5, e 0 mM de NaCl, respectivamente. No entanto, mesmo obtendo a 

maior solubilidade da proteína nestas condições, a proteína total que se recuperava após filtrar 

a solução enovelada era metade da proteína inicial. 

 
 
Figura 46. Análise por SDS-PAGE 12% em condições redutoras nas diferentes condições de 

enovelamento (pH e concentração de NaCl) da rSmSMase. A) 1, corpúsculo 
solubilizado em 8 M uréia; 2, enovelamento a pH 7; 3, a pH 8; 4, a pH 8,5; 5, a pH 9; 6, 
marcador de massa molecular. B) 1, corpúsculo solubilizado em 8 M uréia; 2, 
enovelamento sem NaCl; 3, 100 mM; 4, 150 mM; 5, 200 mM; 6, 300 mM; 7, 400 mM; 8, 
500 mM; 9, marcador de massa molecular. 
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Tabela 6. Análise quantitativa do enovelamento da rSmSMase 
a diferentes pH’s. 

 

Amostra/pH do enovelamento Concentração [g /L] 
Corpúsculo solubilizado em 8 M uréia 16,3 

pH 7 0,4 

pH 8 3,6 

pH 8,5 8,8 

pH 9 8,8 

 
 
 
 
 

Tabela 7. Análise quantitativa do enovelamento da rSmSMase 
 a diferentes concentrações de NaCl 

 

Amostra/[NaCl] Concentração [g /L] 
Corpúsculo solubilizado em 8 M uréia 16,3 

NaCl 0 mM 8,7 
NaCl 100 mM 3,8 
NaCl 150 mM 3,4 
NaCl 200 mM 2,1 
NaCl 300 mM 1,1 
NaCl 400 mM 0,7 

Enovelamento a NaCl 500 mM 0,2 

 

 Neste ponto, um novo cultivo de E. coli transformado com pAE-SmSMase foi 

realizado e induzido com IPTG. O extrato total contendo ~15 mg de proteína total (Figura 47, 

poço 2 e (Tabela 8), e os corpúsculos obtidos foram lavados. O corpúsculo lavado foi 

solubilizado em 8 M uréia pH 8,5 e enovelado nas condições previamente determinadas, e 

esta solução foi filtrada (membrana de 0,8 m) e passada por uma coluna de afinidade Ni 

Sepharose™. Uma alíquota de cada passo no processo de purificação foi guardada para 

quantificação (Tabela 8) e analisada por SDS-PAGE (Figura 47) para determinar a quantidade 

e pureza da proteína recombinante (análise de densitometria). Na Tabela observa-se que a 

maior parte da proteína total foi recuperada no corpúsculo solubilizado com 8 M uréia (Figura 

47, poço 7 e Tabela 8), eliminando uma boa parte das impurezas. A quantificação da fração 

insolúvel apresentou uma discordância com o extrato total e a solubilização do corpúsculo, 

devido a algum tipo de interferência no momento da quantificação. O enovelamento (Figura 
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47, poço 9) perdeu 30% da proteína recombinante, que foi o total de proteína que entrou na 

coluna de afinidade Ni Sepharose™. Após analisar as amostras de cada passo no processo 

cromatográfico, observa-se que na coluna de Ni Sepharose™ ocorre perda de proteína na 

fração Flow-Through (Figura 47 poço 12, Tabela 8), ou seja, há parte de proteína que não liga 

à resina. Isto pode ser em parte devido à ligação de contaminantes que possuem uma 

afinidade tão ou mais elevada que aquela da proteína com cauda de histidina. Esta perda vai 

ser corrigida passando menos amostra ou utilizando uma coluna de maior capacidade. Após a 

cromatografia, as frações são eluidas com um gradiente de imidazol (Figura 47, poço 11) e 

são dialisadas em tampão apropriado para imunização (PBS, Glicina-NaOH, Figura 47, poço 

13) ou para teste de atividade enzimática. Por outro lado, observou-se o mesmo efeito de 

insolubilidade que a rSmCPN na diálise com um tampão com alto conteúdo de sais (PBS, pH 

8,5, dados não mostrados), já que mesmo sendo de pH 8,5, a proteína só ficou mais solúvel 

quando dialisada em tampão glicina-NaOH (Figura 47, poço 13). A perda de proteína no 

enovelamento (aproximadamente um 34%) junto com a perda no Flow-through (13%) fazem 

com que o rendimento final da proteína seja de apenas 1 mg por litro de cultura, e por isto 

ainda está em andamento a padronização do processo de purificação para melhorar a ligação 

da proteína e excluir o máximo de contaminantes. 

 

Figura 47.  Análise por SDS-PAGE 12% em condições redutoras das diferentes etapas durante o 
processo de purificação da rSmSMase. (1), Extrato total de bactéria transformada com 
vetor vazio; (2) Extrato total de bactéria transformada com pAE-SmSMase; (3) 
Sobrenadante; (4) Fração insolúvel; (5) primeira lavagem na coluna; (6) segunda 
lavagem; (7) Solubilização com 8 M uréia; (8) marcador de massa molecular; (9) Proteína 
renaturada; (10) precipitado do enovelamento; Cromatografia em Ni Sepharose™ (11) 
Fração eluída; (12) Flow-through; (13) Proteína dialisada em tampão glicina-NaOH pH, 
8,5. Foram colocados 20 g  de proteína em cada poço, exceto nos dialisados, onde foi 
colocado o mesmo volume de 20 L. 
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Tabela 8. Tabela de rendimentos na purificação da rSmSMase obtida em E. coli 
 

Amostra Volume      
 (mL) 

Concentração 
de proteína 

(mg/ml) 

Proteína total 
(mg) 

Proteína 
recombinante 

(mg) 

Rendimento 
(%) 

Extrato total 20 3,8 75,3 15,1 100% 
Fração solúvel 20 1,9 39   

Fração insolúvel 20 2,1 42,6 12,8 84% 
Solubilização do corpúsculo em 8 M uréia 10 4,7 46,8 14,5 96% 

Proteína enovelada solúvel 10 3,4 33,9 9,5 62% 
Proteína precipitada no enovelamento 10     

Flow Through Ni Sepharose™ 10 2,3 23,4 7,5 49% 
Eluição Ni Sepharose™ 5,5 0,6 3,1 1,2 8% 

Dialisado em glicina 5,5 0,4 1,9 0,6 4% 
 
 
 
 

4.2.4 Avaliação da expressão da rSmSMase em P. pastoris 
 
 O cDNA da SmSMase foi clonado no vetor pPICZA, gerando pPICZA-SmSMase. 

A digestão de pPPICZA-SmSMase com EcoRI e NotI libera um fragmento de ~1100 bp, de 

tamanho esperado para a SmSMase (Figura 48). 

 
Figura 48. Gel de agarose 1% mostrando a análise de restrição da clonagem do cDNA da 

SmSMase no vetor pPICZA. 1, Marcador de DNA; 2, Vetor vazio; 3, vetor (~3600 bp) 
e inserto do cDNA da SmSMase (~1100 bp). 
 
 

 Esta construção foi utilizada para transformar a cepa X33 durante o período de estágio 

na Inglaterra, pois oferece as mesmas vantagens quando comparada com a cepa GS115. Após 

a transformação, foram selecionados 7 clones para avaliar a expressão e secreção da proteína, 

no entanto, nenhum clone apresentou expressão. 
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Uma vez que o número de clones no experimento anterior foi limitado, foi feita uma 

nova transformação, desta vez no Brasil, para testar um maior número de clones (50 clones, 

Figura 49) e ampliar nossa capacidade de poder detectar pelo menos um clone com expressão 

positiva. 

 
Figura 49. Gel de agarose 1% mostrando a amplificação do cDNA (1171 bp) da rSmSMase 

clonada no vetor pPicZA e transformada nos 50 clones analisados. Contando da 
esquerda à direita e de cima para baixo, temos o clone 1 até o clone 50, mais o controle 
positivo no último poço. 

 

 Desta vez foi conferida a presença do cDNA clonado na transformação da levedura, 

através de um PCR com iniciadores próprios da SmSMase, obtendo-se 36 clones positivos 

para este inserto. Uma vez definidos os clones positivos para a presença dos fragmentos 

clonados, seguiu-se com a indução da expressão em meio de cultura por 4 dias. As amostras 

de meio de cultura foram analisadas por Western blot. No entanto, não obteve-se resultados 

positivos quanto à expressão da rSmSMase (dados não mostrados). 
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4.2.5 Avaliação da expressão da SmSMase nos estágios do parasita por Western blot  
 
 Uma vez que o soro gerado em rato não mostrou reatividade com a rSmSMase, foi 

avaliada a expressão da proteína nos diversos estágios do parasita utilizando anticorpo anti-

rSmSMase gerado em camundongo, (Figura 50).  

 

Figura 50.  Análise por Western blot em condições redutoras da expressão da SmSMase em 
cinco estágios do parasita. (1) extrato de ovos, (2) miracídio, (3) cercária, (4) 
esquistossômulos de 7 dias, (5) adultos, (6) macho, (7) fêmea, (8) verme desnudo. Foram 
colocados 20 g  de proteína de todos os estágios e frações. Anticorpo primário: soro de 
camundongo anti rSmSMase 1:500, anticorpo secundário: HRP-conjugated rabbit-anti 
mouse IgG 1:5000. 
 

 Pode-se observar a expressão da proteína em ovos e miracídio, o que está de acordo 

com o observado no RT-PCR. Em cercária parece haver degradação da proteína e em 

esquistossômulo de cultura de 7 dias, ela desaparece. Ela vai reaparecer em adulto, o que 

coincide com a sua síntese observada no RT-PCR. Ela parece estar mais pronunciada em 

macho e não detectável em fêmea (embora isto possa ser uma questão de sensibilidade). Uma 

observação interessante é o tamanho observado da proteína, ao redor de 66 kDa, o que 

concordaria com a seqüência encontrada no banco de dados do “Schistosoma mansoni 

GeneDB, http://www.genedb.org/genedb/smansoni/, a qual revelou a presença de 7 domínios 

transmembrana, e cuja tradução seria uma proteína de 631 residuos aminoacídicos e possuiria 

uma massa de 70 kDa. Outro ponto importante para destacar nesta análise, é a presença de 

uma banda de tamanho maior, de aproximadamente 100 kDa. Uma análise SDS-PAGE com 

menor concentração de poliacrilamida permitiría obter mais informação sobre um possível 

comportamento dimérico da enzima estudada.  
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4.2.6 Resposta humoral e celular na imunização com a rSmSMase 
 

Camundongos fêmeas foram imunizados com 3 doses de rSmSMase e desafiados com 

cercárias aos 46 dias. Foram analisadas as amostras de soro obtidas aos 45 e 90 dias do 

experimento por ELISA (Figura 51). 

 
Figura 51. Gráfico da produção de anticorpos IgG total anti-rSmSMase nos camundongos 

imunizados, sangrias aos 45 e 90 dias. 
 

Observa-se um aumento de IgG anti-rSmSMase, que se mantém no mesmo nível após 

o desafio até o momento da perfusão (Figura 51). A seguir, foram avaliados os níveis dos 

distintos subtipos de IgG (Figura 52). A razão de IgG1/IgG2a aos 45 dias foi de 7.9, 

diminuindo para 4.79 aos 90 dias, indicando, como no caso da rSmCPN, também uma 

redução do caráter Th2 após o desafio.  

 
 
Figura 52. Concentrações aos 45 (pré desafio) e 90 dias (pós desafio) de IgG1 e IgG2a em 

camundongos imunizados com a rSmSMase. 
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Paralelamente, foi analisada a produção das citocinas IFN-, IL-4 e IL-5 após o 

desafio (Figura 53). 

 
Figura 53. Resultados da contagem de esplenócitos produtores de citocinas provenientes de 

animais imunizados com rSmSMase e desafiados aos 90 dias. A) Secreção de IFN-. 
B) Secreção de IL-4. C) Secreção de IL-5. 

 

A imunização com a rSmSMase com CFA, induziu elevada produção de IFN -, mas 

também produção de IL-4 e IL-5, indicando uma resposta imune mista Th1/Th2. Esta seria 

uma resposta imune favorável ao parasita. 

 

4.2.7 Avaliação do potencial protetor da rSmSMase 
 
 Os grupos de animais imunizados com as proteínas recombinantes foram então 

avaliadas quanto à indução de proteção contra desafio com cercária de S. mansoni. Os animais 

foram submetidos a infecção percutânea com 100 cercárias cada um, e após 45 dias estes 

foram recuperados por perfusão. A contagem dos vermes em relação ao grupo controle 

imunizado apenas com o adjuvante indicaria a percentagem de proteção. A análise estatística 

da contagem dos vermes (Figura 54), revelou uma limitada capacidade do candidato vacinal 

para induzir redução de parasitas.  
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Figura 54.  Ensaio de imunização com a rSmSMase e desafio com cercária. Observa-se que não há 

uma redução significativa (p<0.05) no número de parasitas quando comparado com o 
controle onde foi utilizado só adjuvante como vacina. 

 

Os resultados indicam a capacidade do S. mansoni em manipular a resposta imune em 

seu benefício, com a finalidade de sobreviver num ambiente hostil como a corrente sangüínea 

do hospedeiro, o qual se vê refletido no baixo nível de proteção observado. 

 

4.3 FOSFATASE ALCALINA 
 
4.3.1 Análise bioinformática 
 

Para clonar inicialmente a seqüência completa do cDNA da Fosfatase Alcalina, foi 

realizado um experiment 3’ RACE baseado no contig SmAE 607243 (VERJOVSKI-

ALMEIDA et al., 2003) para determinar o extremo 3’ do cDNA. Com esta informação se 

desenharam iniciadores específicos a fim de amplificar a seqüência completa de SmAP por 

RT-PCR a partir de RNA total de parasita adulto. O cDNA resultante (número de acesso do 

GenBank HM045783) mostrou-se 99% idéntico a um cDNA da SmAP reportado previamente 

[número de acesso do GenBank EU040139, (NDEGWA; KRAUTZ-PETERSON; SKELLY, 

2007)] com algumas diferenças, devido possívelmente às diferenças entre as duas cepas de 

parasitas comparadas (BH para o presente estudo e Puerto Rico para o trabalho do outro 

grupo), ou a erros do seqüenciamento (Figura 55). 
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Figura 55. Alinhamento múltiplo da SmAP completa clonada comparada com as seqüências 
previamente reportadas. São comparadas a SmAP HM045783, a SmAP EU040139 e o 
gene predito pela montagem do genoma (Smp_155890). As regiões conservadas estão 
mostradas em preto e cinza; os limites entre os exons, em amarelo. As diferenças com a 
EU040139 estão em vermelho; e as diferenças achadas até o quinto exon da seqüência 
genômica, em azul. 
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 Quando feita a busca da seqüência genômica do cDNA correspondente no banco de 

dados do genoma (www.schistodb.org/Homepage/Smansoni), foram identificadas duas 

Fosfatase Alcalinas preditas (Smp_155890 e Smp_145290). A seqüência identificada como 

Smp_155890 resultou ser a SmAP do nosso grupo, embora possuísse um extremo 3’ mais 

curto e divergente, causado provavelmente porque o último exon não foi corretamente predito 

(Figura 55). Um alinhamento feito com estas duas seqüências e a correspondente montagem 

(supercontig Smp_scaff000188) mostrou que a causa desta divergência era causada por um 

potencial erro durante o processo de montagem in silico (dados não mostrados). Por outro 

lado, Smp_145290 (supercontig Smp_scaff000103; 881397-886893) é 88% similar com 

SmAP, apresentando polimorfismos na seqüência inteira e diferindo notavelmente no 5° exon. 

Esta proteína não pôde ser validada por nenhum EST do banco de dados de S. mansoni (dados 

não mostrados). 

A seqüência depositada no GenBank (HM045783) e clonada, do cDNA da Fosfatase 

Alcalina (SmAP) está mostrada abaixo, ressaltando a seqüência sinal, o domínio 

transmembrana e o domínio Fosfatase Alcalina (Figura 56): 
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      1 tactaggccacgcgtcgactagtacgggggggggttgtaaacctcgtaagacaaaatatg 
        Y  *  A  T  R  R  L  V  R  G  G  V  V  N  L  V  R  Q  N  M  
     61 cttccaactgtcttatcgacagcttcaaaacccttattatttttcatagcagtcatacta 
        L  P  T  V  L  S  T  A  S  K  P  L  L  F  F  I  A  V  I  L  
    121 tcactgtataaaattgagtgcaaatcgtccttattgaatgtagcagatcctgaaacttgg 
        S  L  Y  K  I  E  C  K  S  S  L  L  N  V  A  D  P  E  T  W  
    181 aagaaatcagcagatgagagatttaataagtttgaaaaatcattatcctacttattactc 
        K  K  S  A  D  E  R  F  N  K  F  E  K  S  L  S  Y  L  L  L  
    241 aaacgaccaaaaaatgtcatcttatttattggtgatggtatgagcttgaacactgttact 
        K  R  P  K  N  V  I  L  F  I  G  D  G  M  S  L  N  T  V  T  
    301 ggagcaagatatttgaaagcggagaagatggattttttaggtggtgatgtacaactagta 
        G  A  R  Y  L  K  A  E  K  M  D  F  L  G  G  D  V  Q  L  V  
    361 tgggagaactggcctgttgcatcacttgtccgtacattcaactcagatagactcacaaca 
        W  E  N  W  P  V  A  S  L  V  R  T  F  N  S  D  R  L  T  T  
    421 gattcaggttctgcagcgactgcctttatgtcaggtgtgaaagggccatttaataccgtt 
        D  S  G  S  A  A  T  A  F  M  S  G  V  K  G  P  F  N  T  V  
    481 ggtattacgggaacagtgaagtgctgtgaatgtactgagttaaaagaattggaaagggcg 
        G  I  T  G  T  V  K  C  C  E  C  T  E  L  K  E  L  E  R  A  
    541 aaatcttctatcatgtacgcctctaaagcaggattttccgctggaatagttacaactacg 
        K  S  S  I  M  Y  A  S  K  A  G  F  S  A  G  I  V  T  T  T  
    601 agagttactcatgcaacacccgcagcagcatatgcaaatatgttacatcgagattgggag 
        R  V  T  H  A  T  P  A  A  A  Y  A  N  M  L  H  R  D  W  E  
    661 tcaaaagttccatcaaacgagcacgcattccactgcacagacgccgctgcacaactacta 
        S  K  V  P  S  N  E  H  A  F  H  C  T  D  A  A  A  Q  L  L  
    721 actaacgcttctcatgtcaacgtcataatgggaggaggagcagccgaattctatggtcca 
        T  N  A  S  H  V  N  V  I  M  G  G  G  A  A  E  F  Y  G  P  
    781 tcagacaataccactttcaacgtgaaggggaaacgctctgattcacgcaacctcttaaat 
        S  D  N  T  T  F  N  V  K  G  K  R  S  D  S  R  N  L  L  N  
    841 gaatggcaggaaatacagaccaaaatgaaccacaagcatgttctcttacatacaaacaat 
        E  W  Q  E  I  Q  T  K  M  N  H  K  H  V  L  L  H  T  N  N  
    901 gagtttaaacaaaccgactggtcttcggttgactacgttttgggtttgtttgctccgaac 
        E  F  K  Q  T  D  W  S  S  V  D  Y  V  L  G  L  F  A  P  N  
    961 catttggcttaccgactagaaaatcaagaccaaccaactttggcagaaatgacagaagct 
        H  L  A  Y  R  L  E  N  Q  D  Q  P  T  L  A  E  M  T  E  A  
   1021 gctatcaaagtactttctcgcaatcctaaaggatttcttctgttagttgaaggaggcaga 
        A  I  K  V  L  S  R  N  P  K  G  F  L  L  L  V  E  G  G  R  
   1081 attgatcatgggaatcaccaaaatcaagcccaatacgcgttaactgaaactttggagttg 
        I  D  H  G  N  H  Q  N  Q  A  Q  Y  A  L  T  E  T  L  E  L  
   1141 gaaaaagccgtcgagaaagcattgtcacttgttgatcaacaagaaacgttactattagta 
        E  K  A  V  E  K  A  L  S  L  V  D  Q  Q  E  T  L  L  L  V  
   1201 acagctgatcattctcatgcatacggagtggtcggccatccgacaaggaatataagtgtg 
        T  A  D  H  S  H  A  Y  G  V  V  G  H  P  T  R  N  I  S  V  
   1261 ctagatgtggataatactgcaaaaggagatgataataaatcatatctcatatcctccttt 
        L  D  V  D  N  T  A  K  G  D  D  N  K  S  Y  L  I  S  S  F  
   1321 ttcaatggaccaagaggtatattggatgcacctcgatctgatccggaaacagaggataga 
        F  N  G  P  R  G  I  L  D  A  P  R  S  D  P  E  T  E  D  R  
   1381 ttcgcaagcaactacacagcagaatcattggtgagactcagtctttccacacacagtgct 
        F  A  S  N  Y  T  A  E  S  L  V  R  L  S  L  S  T  H  S  A  
   1441 gaggatgtaccgatttatgctaatggaccttacagtgaactatttcattcttcattagat 
        E  D  V  P  I  Y  A  N  G  P  Y  S  E  L  F  H  S  S  L  D  
   1501 aatacatttattgctcatgcaactatgtactcactttgtatcggactatacacggatcag 
        N  T  F  I  A  H  A  T  M  Y  S  L  C  I  G  L  Y  T  D  Q  
   1561 tcacattgtgacgaaggaaacaatggatctcgactcagtggacttcatctgaataacttt 
        S  H  C  D  E  G  N  N  G  S  R  L  S  G  L  H  L  N  N  F  
   1621 tattatttactatttctcagtattattttgtacactttcatacattagtgtatattttgt 
        Y  Y  L  L  F  L  S  I  I  L  Y  T  F  I  H  *  C  I  F  C  
   1681 ggt 1683    
        G   

Figura 56.  Seqüência da Fosfatase Alcalina de S. mansoni (SmAP). Ressaltado em verde escuro, 
domínio Fosfatase Alcalina; ressaltado em azul, região transmembrana; C=cisteína. 
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 A análise desta seqüência revela a presença de uma região transmembrana, domínio da 

Fosfatase Alcalina e peptídeo sinal. A proteína original teria 536 aminoácidos com 7 cisteínas, 

um pI teórico de 5,92 e massa molecular de 59352,38 Da. De acordo com o software 

ClustalW, esta SmAP é 37% idêntica às seqüências correspondentes dos precursores das 

Fosfatases Alcalinas humana e murina. Foram preditos 5 possíveis sítios de N-glicosilação 

(segundo padrão de glicosilação de proteínas em humanos), e alguns sinais de baixíssima 

probabilidade de O-glicosilação (dados não mostrados). 

 
Smansoni_AP         --------------------------------------------------------MLPT 4 
Mmusculus_AP        ------------------------------------------------------------ 
Hsapiens_AP         ------------------------------------------------------------ 
                                                                                
Smansoni_AP         VLSTASKPLLFFIAVILSLYKIECKSSLLNVADPETWKKSADERFNKFEKSLSYLLLKRP 64 
Mmusculus_AP        --------MISPFLVLAIGTCLTNSFVPEKERDPSYWRQQAQETL-KNALKLQKLNTNVA 51 
Hsapiens_AP         ---MLGPCMLLLLLLLGLRLQLSLGIIPVEEENPDFWNREAAEAL-GAAKKLQPAQT-AA 55 
                             :           :       :  :*. *. .* * :      *.      . 
Smansoni_AP         KNVILFIGDGMSLNTVTGARYLKAEKMDFLGGDVQLVWENWPVASLVRTFNSDRLTTDSG 124 
Mmusculus_AP        KNVIMFLGDGMGVSTVTAARILKGQLHHNTGEETRLEMDKFPFVALSKTYNTNAQVPDSA 111 
Hsapiens_AP         KNLIIFLGDGMGVSTVTAARILKGQKKDKLGPEIPLAMDRFPYVALSKTYNVDKHVPDSG 115 
                    **:*:*:****.:.***.** **.:  .  * :  *  :.:* .:* :*:* :  ..**. 
Smansoni_AP         SAATAFMSGVKGPFNTVGITGTVKCCECTELKELERAKSSIMYASKAGFSAGIVTTTRVT 184 
Mmusculus_AP        GTATAYLCGVKANEGTVGVSAATERTRCNTTQGNE-VTSILRWAKDAGKSVGIVTTTRVN 170 
Hsapiens_AP         ATATAYLCGVKGNFQTIGLSAAARFNQCNTTRGNE-VISVMNRAKKAGKSVGVVTTTRVQ 174 
                    .:***::.***.   *:*::.:..  .*.  :  * . * :  *..** *.*:******  
Smansoni_AP         HATPAAAYANMLHRDWES--KVPSNEHAFHCTDAAAQLLTNASHVNVIMGGGAAEFYG-- 240 
Mmusculus_AP        HATPSAAYAHSADRDWYSDNEMPPEALSQGCKDIAYQLMHNIKDIDVIMGGGRKYMYPKN 230 
Hsapiens_AP         HASPAGTYAHTVNRNWYSDADVPASARQEGCQDIATQLISNM-DIDVILGGGRKYMFRMG 233 
                    **:*:.:**:  .*:* *  .:*..     * * * **: *  .::**:***   ::    
Smansoni_AP         ---PSDNTTFNVKGKRSDSRNLLNEWQEIQTKMNHKHVLLHTNNEFK-QTDWSSVDYVLG 296 
Mmusculus_AP        RTDVEYELDEKARGTRLDGLDLISIWKSFKPRHKHSHYVWNRTELL--ALDPSRVDYLLG 288 
Hsapiens_AP         TPDPEYPDDYSQGGTRLDGKNLVQEWLAKR---QGARYVWNRTELMQASLDPS-VTHLMG 289 
                        .     .  *.* *. :*:. *   :   :  : : : .: :    * * * :::* 
Smansoni_AP         LFAPNHLAYRLE--NQDQPTLAEMTEAAIKVLSRNPKGFLLLVEGGRIDHGNHQNQAQYA 354 
Mmusculus_AP        LFEPGDMQYELNRNNLTDPSLSEMVEVALQILTKNPKGFFLLVEGGRIDHGHHEGKAKQA 348 
Hsapiens_AP         LFEPGDMKYEIHRDSTLDPSLMEMTEAALRLLSRNPRGFFLFVEGGRIDHGHHESRAYRA 349 
                    ** *..: *.:.  .  :*:* **.* *:::* :**:**:*:*********:*:.:*  * 
Smansoni_AP         LTETLELEKAVEKALSLVDQQETLLLVTADHSHAYGVVGHPTRNISVLDVDNTAKGDDNK 414 
Mmusculus_AP        LHEAVEMDQAIGKAGAMTSQKDTLTVVTADHSHVFTFGGYTPRGNSIFGLAPMVSDTDKK 408 
Hsapiens_AP         LTETIMFDDAIERAGQLTSEEDTLSLVTADHSHVFSFGGYPLRGSSIFGLAPGKAR-DRK 408 
                    * *:: :: *: :*  :.. ::** :*******.: . *:. *. *::.:       *.* 
Smansoni_AP         SYLISSFFNGP-RGILDAPRSDPETEDRFASNYTAESLVRLSLSTHSAEDVPIYANGPYS 473 
Mmusculus_AP        PFTAILYGNGPGYKVVDGERENVSMVDYAHNNYQAQSAVPLRHETHGGEDVAVFAKGPMA 468 
Hsapiens_AP         AYTVLLYGNGPGYVLKDGARPDVTESESGSPEYRQQSAVPLDEETHAGEDVAVFARGPQA 468 
                    .:    : ***   : *. * :    :    :*  :* ***  .**..***.::*.** : 
Smansoni_AP         ELFHSSLDNTFIAHATMYSLCIGLYTDQSHCDEGNNGSRLSGLHLNNFYYLLFLSIILYT 533 
Mmusculus_AP        HLLHGVHEQNYIPHVMAYASCIG--ANLDHCAWAGSGTAPS-PGALLLPLAVLSLRTLF- 524 
Hsapiens_AP         HLVHGVQEQTFIAHVMAFAACLEPYTACDLAPPAGTTDAAHPGRSVVPALLPLLAGTLLL 528 
                    .*.*.  ::.:*.*.  :: *:   :  . .  ...                :    *   
Smansoni_AP         FIH---- 536 
Mmusculus_AP        ------- 
Hsapiens_AP         LETATAP 535 
 
DOMINIO FOSFATASE ALCALINA 
REGIÃO TRANSMEMBRANA 
RESÍDUOS DE UNIÃO AO ZINCO 1  
RESÍDUOS DE UNIÃO AO ZINCO 2 
RESÍDUOS DE UNIÃO AO MAGNÉSIO 
RESÍDUOS DE UNIÃO AO MAGNÉSIO E AO ZINCO 2 
RESÍDUOS DE UNIÃO AO CÁLCIO 
DOMÍNIO CORÔA 
SÍTIO ATIVO 
SÍTIOS DE ÁNCORA DE GPI  

 
Figura 57. Alinhamento das seqüências das Fosfatases Alcalinas de Homo sapiens, Mus musculus 

e Schistosoma mansoni, obtido com o software ClustalW. C=cisteína; D=ácido 
aspártico; E=ácido glutâmico; H=histidina; L=leucina; N=asparagina; R=arginina; 
Y=tyrosina; (*)=aminoácidos iguais; (:)= substituições conservativas; (.)= substituições 
semiconservativas. 
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 Comparando a seqüência com os ortólogos respectivos de M. musculus (37% 

identidade) e H. sapiens (37% identidade), observamos a conservação dos sítios de ligação a 

metais e sítio ativo (Figura 57). 

Como a maioria das fosfatases de mamífero, esta fosfatase apresenta os resíduos 

típicos para união de dois átomos de zinco (Zn1 e Zn2) os quais seriam o motivo 

DXXXH...H, para o Zinco1 e D...DHXH, para o Zinco 2 (KOZLENKOV et al., 2002), além 

daqueles responsáveis pela união do magnésio  D... HXT...E (KOZLENKOV et al., 2002; 

MILLAN, 2006). O motivo não catalítico de união ao cálcio, encontrado estruturalmente em 

enzimas de mamíferos (MILLAN, 2006), é também observado, com certa variação, na 

seqüência do S. mansoni (FA...D). O sítio ativo (S) está conservado, e outro motivo presente 

também em mamíferos para ajudar na formação do dímero e como sítio responsável pela 

inibição não competitiva da enzima, o domínio corôa, poderia estar também presente na 

seqüência (MILLAN, 2006). Uma característica muito notável da seqüência é que ela 

apresenta domínio transmembrana, quando os ortólogos murino e humano não possuem 

região transmembrana, pois estão ligados à membrana por âncora de GPI, cujo sinal também 

foi detectado na seqüência do parasita (http://gpi.unibe.ch/). 

 Com a finalidade de conferir se estes resíduos teóricamente podiam formar um sítio 

ativo, foi feita a análise de modelagem estrutural para a proteína com ajuda do software 

Swiss-PDB Viewer, utilizando um modelo em 3D da Fosfatase Alcalina de placenta de Homo 

sapiens (Código de Acesso PDB: 2glqA), ressaltando os aminoácidos correspondentes aos 

diferentes sítios na Figura 57, mostrando as estruturas secundárias sem cadeias laterais e a 

superfície molecular calculada (Figura 58). 

 



 96

 
Figura 58. Modelagem estrutural teórica da SmAP utilizando como molde a estrutura 3D da 

Fosfatase Alcalina de Homo sapiens. A) Observa-se todos os resíduos de aminoácidos 
que teóricamente corresponderiam com o sítio de ligação ao zinco (verde, roxo e azul 
claro), ligação ao magnésio (amarelo), ligação ao cálcio (dourado), sítios de N-
glicosilação (vermelho) e sítio ativo (azul). B) Modelo de superfície molecular calculada 
mostrando os resíduos de aminoácidos correspondentes aos sítios mostrados em (A) 
expostos na superfície da molécula. 

 
 Adicionalmente foi feita uma análise preditiva dos potenciais epítopes de células B na 

SmAP com o objetivo de avaliarmos a imunogenicidade teórica da estrutura terciária e sobre 

tudo, ver se os sítios envolvidos na interação com o substrato e complementares, seriam alvo 

de reconhecimento imune. 

 
Figura 59.  Predição teórica de potenciais epítopes conformacionais de célula B em SmAP. A) e 

B) representam imagens opostas da proteína. A serina do sítio ativo está corada em azul 
escuro e os potenciais epítopes conformacionais de células B, em amarelo. Os resíduos 
aminoacídicos de interação predita com zinco1 estão em verde, ao zinco2 em roxo, ao 
magnésio em vermelho, ao magnésio e zinco2 em azul claro, em laranja o potencial sítio 
de ligação ao cálcio presente só em seqüências de mamíferos. 
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Podemos observar a presença de epítopes conformacionais para células B (em 

amarelo) na superfície da molécula, e pelo menos um nas proximidades do sítio ativo (Figura 

59A). Esta análise é importante no desenho de vacinas, pois muitos dos anticorpos gerados 

poderiam não ser neutralizantes, uma vez que estariam sendo direcionados a regiões pouco 

relevantes da molécula. 

A seqüência original do cDNA da SmAP foi amplificada sem as regiões 

correspondentes ao peptídeo sinal e à região transmembrana, com a finalidade de garantir a 

solubilidade da proteína. Assim, gerou-se um fragmento de 1474 bp. A construção pAE-

SmAP, quando inserida no sistema de expressão passaria de um pI e massa molecular teóricos 

de 5,92 e 59352,38 Da a ter um pI de 5,93 e massa molecular de 54549, 98 Da. 

 

4.3.2 Avaliação da expressão diferencial dos transcritos por RT-PCR 
 
 O gene da SmAP apresenta uma alta transcrição em cercária, de 54 vezes mais do que 

em esquistossômulo, sendo ovos o segundo estágio com maior expressão do transcrito (Figura 

60) 

 

Figura 60. Análise comparativa da expressão diferencial do transcrito da SmAP entre os estágios 
intra-hospedeiro. Fold Change = 2 (-ΔΔCt) relativo ao estágio de esquistossômulo. 

 
 Este experimento é representativo de 3 experimentos independentes realizados com o 

mesmo número de extrato de RNA total diferentes. 

Os níveis transcricionais da SmAP foram avaliados em cinco estágios do ciclo de vida 

por qRT-PCR. Nossos resultados revelaram que o RNAm da SmAP é expressa em todos os 

estágios, com a maior atividade transcricional observada em cercária (~50 vezes em relação 

ao estágio de esquistossômulo), seguido de ovos (~20 vezes) e adultos (~6 vezes) (Figura 60), 

todas as quais tiveram diferenças estatísticamente significativas quando comparadas entre elas 

e com os estágios de miracídio e esquistossômulo. Miracídios 7 esquistossômulo de 7 dias 
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foram os menores quando comparados com os outros estágios do ciclo de vida. Observou-se 

adicionalmente que não houve diferença estatísticamente significativa entre os perfis 

transcricionais de parasitas machos e fêmeas adultos. 

 

4.3.3 Expressão e purificação da rSmAP 
 

Para avaliar a expressão da rSmAP (~55 kDa), foram testadas as cepas BL21-SI, BL21 

Star (DE3) pLysS e BL21 (DE3), transformando-as com pAE-AP (Figura 61). 

 
 
Figura 61.  Análise por SDS-PAGE 12% da expressão da rSmAP em E. coli BL21 (DE3), E. coli 

BL21 Star (DE3) pLysS e  BL21-SI. Para A), B) e C): Extratos totais: (1) bactéria com 
plasmídeo vazio não induzida (NI), (2) bactéria com plasmídeo induzida (I), (3) bactéria 
transformada com pAE-SmAP, clone 1, NI, (4) clone 1, I, (5) clone 2, NI,  (6) clone 2, I, 
(7) clone 3, NI, (8) clone 3, I, (9) marcador de massa molecular. Foram colocadas 20 g  
de proteína em cada poço. 

 
A cepa BL21 Star (DE3) pLysS foi aquela que mostrou melhor expressão quando 

comparada quantitativamente com as outras cepas, pois a proteína recombinante, 

apresentando um tamanho esperado de ~55 kDa, constituía ~28% do total de proteína (análise 

densitométrica), contra ~12% na cepa BL21 SI e ~24 % na cepa BL21 (DE3). 

Foi feita a análise de expressão nas frações solúveis e insolúveis para ver em que 

fração a proteína encontrava-se (Figura 62).  
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Figura 62.  Análise de SDS-PAGE 12% em condições redutoras das frações solúvel e insolúvel 

da E. coli BL21 Star (DE3) pLysS pAE-SmAP. Extratos totais, (1), bactéria 
transformada com vetor vazio, fração solúvel; (2) fração insolúvel; (3) bactéria 
transformada com pAE-SmAP clone 1 fração solúvel; (4) fração insolúvel; (5) clone 2 
fração solúvel; (6) fração insolúvel; (7) clone 3 fração solúvel; (8) fração insolúvel; (9) 
marcador de massa molecular. 

  

De acordo com a análise da Figura 62, a proteína encontra-se majoritariamente como 

corpúsculo de inclusão, e em conseqüência, o seguinte passo é a análise de solubilidade do 

corpúsculo em concentrações crescentes de uréia. 

 

Figura 63.  Análise por SDS-PAGE do ensaio de solubilização do corpúsculo contendo rSmAP 
(~55 kDa) em concentrações crescentes de uréia. (1) Extrato da bactéria transformada 
com pAE-SmAP não induzida, (2) sobrenadante da bactéria expressando rSmAP, (3) 
corpúsculo da bactéria expressando rSmAP, (4) lavagem com Triton X-100 2%, (5) 2ª 
lavagem com Triton X-100 2%, (6) solubilização com uréia 1 M, (7) uréia 2 M, (8) uréia 
4 M, (9) uréia 6 M, (10) uréia 8 M, (11) marcador de massa molecular. 

 

De acordo com a Figura 63, observa-se que já com uréia 2 M elimina-se um 

contaminante de >14 kDa (poço 7), e a SmAP começa a se solubilizar com uréia 4 M (poço 

8), para acabar-se solubilizando completamente com uréia 8 M. Nas induções posteriores, 

serão feitas duas lavagens com uréia 2 M e depois o corpúsculo será solubilizado 

completamente com uréia 8 M. Não foram feitos testes de enovelamento com diferentes pH e 
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concentrações de NaCl, uma vez que esta proteína possui um pI muito próximo daqueles da 

rSmCPN e rSmSMase, e foi assumido que o comportamento frente ao pH e NaCl durante o 

enovelamento ia ser o mesmo. 

 Com a intenção de estabelecer as melhores condições para a cromatografia por 

afinidade, um novo cultivo para expressão da rSmAP foi realizado, as células coletadas e os 

corpúsculos obtidos, lavados e solubilizados em 8 M uréia pH 8,5. Este extrato foi enovelado 

pelo método de diluição a baixa temperatura, e após 12 h, esta solução contendo a proteína já 

enovelada foi filtrada e passada pela coluna de afinidade ao níquel Ni Sepharose™. Após a 

cromatografia, a proteína foi eluida com um gradiente de imidazol e esta proteína eluida foi 

dialisada com tampão próprio para imunização (PBS pH 8,5 ou glicina-NaOH pH 

8,5) ou para testar atividade enzimática. Foram coletadas amostras dos diferentes passos de 

purificação para serem quantificadas (Tabela 9) e analisadas por SDS-PAGE (Figura 64) para 

determinar a quantidade e pureza da proteína recombinante (análise por densitometria). 

 

 
 
Figura 64.  Análise por SDS-PAGE 12% em condições redutoras das diferentes etapas durante o 

processo de purificação da rSmAP. (1), Extrato total de bactéria transformada com 
vetor vazio; (2) extrato total de bactéria transformada com pAE-SmAP; (3)Fração 
solúvel; (4) Fração insolúvel; (5) lavagem com tris, EDTA 50 mM e triton 2%; (6) 
lavagem com Tris 40 mM; (7) lavagem com 4M uréia, (8) solubilização com 8 M uréia; 
(9) marcador de massa molecular; (10) precipitado no enovelamento; (11) protena 
renaturada; Cromatografia em Ni Sepharose™ (12) Flow-Through; (13) lavagem, (14) 
Fração 4 da eluição, (15) Fração 3 da eluição, (16) Fração 4 dialisada em tampão glicina-
NaOH pH, 8,5; (17) marcador de massa molecular. Foram colocados 20 g  de proteína 
em cada poço. 
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Tabela 9. Tabela de rendimentos na purificação da rSmAP obtida em E. coli 
 

Amostra Volume 
(mL) 

Concentração 
de proteína 

(mg/ml) 

Proteína 
total 
(mg) 

Proteína 
recombinante 

(mg) 

Rendimento 
(%) 

Extrato total 60 5,7 345 93,2 100% 
Fração solúvel 60 3,3 195 ---- ---- 

Fração insolúvel 60 2,7 164 75,4 80% 
Solubilização do corpúsculo 

com 8 M uréia 20 6,5 128 65,3 70% 

Proteína solúvel no 
enovelamento 54 2 108 35,6 38% 

Proteína precipitada no 
enovelamento 3 0,4 1,2 ---- ---- 

Flow-Through Ni Sepharose™ 10 2,3 23 10,1 11% 
Eluição Ni Sepharose™ 12 1,3 16 11,4 12% 

Dialisado em glicina-NaOH 12 1,3 16 11,4 12% 
 

 De acordo com o observado nos géis e nas quantificações, a proteína se liga 

parcialmente na coluna, pois está presente também na fração do Flow-Through (Figura 64, 

poço 12 e Tabela 9), e aparentemente está um pouco purificada do que no corpúsculo (Figura 

64, poços 11 e 14). Ela também precipita no caso de dialisar em tampão PBS mesmo no pH 

8,5 (dados não mostrados). Analisando os dados mostrados na Tabela 9, continua ocorrendo o 

problema da perda no enovelamento (~30%) e na fração do Flow-Through (~11%). 

A quantidade de proteína purificada obtida na cromatografia foi de ~19 mg de rSmAP 

por litro de cultura. Esta proteína purificada foi utilizada para a geração de anticorpo anti-

rSmAP em rato para posteriores estudos de Western blot em estágios do parasita e 

imunolocalização.  

 
4.3.4 Purificação da rSmAP desnaturada 
 

Visando melhorar o rendimento da purificação da rSmAP, utilizou-se uma abordagem 

alternativa. Para tal fim, purificou-se, em pequena escala (volume de amostra e de resina de 

500 L) a proteína, usando inicialmente a cromatografia de troca iônica em condições 

desnaturantes a pH 8.5. A proteína foi lavada com 60 mM NaCL e eluída com 80 mM NaCl. 

Esta eluição foi ajustada para um pH 7.0 e passada finalmente numa coluna de afinidade ao 

níquel, sendo eluida com 50 mM imidazol. Para avaliar a reproduzibilidade destes resultados, 

foi feita uma purificação em grande escala. A partir de um cultivo de 400 mL, obteve-se uma 

massa celular de 1,14 g, e 0,29 g de corpúsculo de inclusão. Estes 0,29 g foram solubilizados 

em uréia e purificados de acordo com a seqüência cromatográfica descrita acima, e as 

amostras quantificadas (Tabela 10) 
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Tabela 10. Avaliação de rendimentos do processo de purificação da rSmAP desnaturada em 8 M 
uréia 

 
Amostra Volume 

(mL) 
Concentração de proteína 

(mg/mL) 
Proteína total 

(mg) 
Solubilização do corpúsculo em 8 

M uréia 50 2,09 104,63 

Flow-Through IEC 110 0,09 9,73 
Lavagem IEC 60 mM NaCl 145 0,2 28,63 

Eluição 80 mM NaCl 775 0,08 60,76 
Eluição 1000 mM NaCl 49 0,216 10,57 
Flow-Through IMAC 840 0,051 42,58 

Lavagem 10 mM imidazol 340 0,07 23,85 
Eluição 50 mM imidazol  355 0,07 24,69 

Eluição 1000 mM imidazol 30 0,08 2,51 
 

 Observamos que o corpúsculo de inclusão já lavado possui umas 100 mg de proteína 

total, das quais são eluídas ~60 mg de proteína total com 80 mM NaCl. É esta eluição a que é 

passada posteriormente por uma coluna de afinidade ao níquel, e eluída com 50 mM imidazol 

(~24 mg proteína total), obtendo-se no final do processo completo, uma pureza de 80% 

(Figura 65). 

 

Figura 65.  Gel SDS-PAGE 12% mostrando a rSmAP durante os processos de purificação por 
cromatografia de troca iônica e cromatografía de afinidade ao níquel. ANT, amostra 
antes da cromatografia de troca iônica, TI, eluição da troca iônica, AFI, eluição da 
afinidade ao níquel. 

 

Os resultados preliminares desta abordagem mostraram uma rSmAP mais pura quando 

comparados com os resultados obtidos na purificação da proteína previamente renaturada.  
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4.3.5 Clonagem e expressão da SmAP em P. pastoris 
 

Com o propósito de obter uma preparação mais pura da rSmAP e em sua conformação 

nativa, foi iniciada a clonagem do cDNA para expressão no sistema eucariótico P. pastoris. 

Para o estágio na Inglaterra, foi obtido um gene sintético da SmAP, sem peptídeo sinal nem 

porção transmembrana, com códon otimizado para expressão em P. pastoris, pois 

anteriormente já havia sido feita a tentativa de expressão da SmAP (com região 

transmembrana e peptídeo sinal) em P. pastoris sem sucesso no nosso laboratório (L.P. 

Farias, comunicação pessoal). 

O cDNA da SmAP (~1400 bp) foi clonado no vetor pPICZA (~3600 bp), sem o 

códon de iniciação nem de terminação, devido ao fato deste vetor já fornecer esses tipos de 

codificações (Figura 66). 

 
Figura 66.  Gel de agarose 1% mostrando a análise de restrição da clonagem do cDNA da SmAP 

no vetor pPICZA. 1, Marcador de DNA; 2, Vetor pPICZA vazio (~3600 bp); 3, 
pPICZA digerido com EcoRI e Xba I liberando o fragmento da SmAP (~1400 bp). 

 

A cepa de levedura X33 foi transformada com o vetor pPICZA-SmAP por choque 

osmótico, e após seleção em meio com o antibiótico apropriado 8 clones para avaliar a 

expressão da proteína e sua secreção ao meio de cultivo (Figura 67). 
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Figura 67. Análise por Western blot da expressão da rSmAP com códon otimizado em P. 

pastoris. As amostras analisadas são conjunto de todos os tempos coletados (12, 18, 30, 
42, 54, 60 h) dos sobrenadantes das culturas de leveduras, precipitadas com TCA e 
separadas em géis de gradiente de 4-12%. 1-6, clones 1-6; C, controle de expressão; M, 
marcador de massa molecular. Anticorpo utilizado: HRP-conjugated anti-His antibody 
(Sigma). 

 

Pode-se observar uma expressão fraca na maioria dos sobrenadantes das culturas das 

cepas escolhidas para expressar rSmAP, com a particularidade de estar potencialmente 

glicosilada (uma vez que a maquinaria biossintética da levedura pode estar reconhecendo os 

sinais de N-glicosilação presentes na seqüência protéica). Há sinais claros de degradação 

protéica em alguns clones, quando comparados com o controle positivo da proteína 

desconhecida de S. mansoni expressa em P. pastoris (gentileza do Prof. Alan Wilson). 

Seguidamente, foi feita uma purificação da proteína no meio de cultivo por cromatografia de 

afinidade ao níquel (Figura 68). 

 
Figura 68. Análise por SDS-PAGE 4-12% das frações eluidas na purificação de cada 

sobrenadante de cultivo de três clones da rSmAP. 1, purificação do clone 1 rSmAP; 
2, purificação do clone 2; 4, purificação do clone 4; M, marcador de massa molecular. 

 

Pode-se observar que aparentemente tem a eluição de uma proteína com o tamanho 

esperado para a proteína recombinante e ao mesmo tempo mostra um tamanho similar ao 

mostrado pela molécula nativa (~65kDa) talvez devido à glicosilação por parte da levedura. É 

possível também ver uma banda muito tênue, de aproximadamente uns 150 kDa. Isto 
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concordaria com a observação e propriedade da SmAP nativa formar dímero (~130 kDa) em 

condições não redutoras (CESARI, 1974; PAYARES; SMITHERS; EVANS, 1984), o qual 

seria o visto neste caso, mesmo utilizando um tampão de denaturação com DTT. Para 

confirmar o resultado, foi feita uma análise por espectrometria de massa da banda que seria 

correspondente à rSmAP purificada por níquel. O resultado inesperado obtido caracterizou a 

poteína como sendo albumina.  

Os experimentos de expressão feitos na Inglaterra foram refeitos no Brasil com o 

intuito de testarmos mais clones. Para isto realizamos uma nova transformação na cepa X-33 e 

testamos 50 clones. Estes 50 clones foram analisados quanto à presença do inserto por PCR 

com iniciadores próprios da rSmAP (Figura 69). 

 

 
Figura 69.   Gel de agarose 1% mostrando a amplificação do cDNA (1441 bp) da rSmAP clonada 

no vetor pPicZA e transformada nos 50 clones analisados. Contando da esquerda à 
direita e de cima para baixo, temos o clone 1 até o clone 50, mais o controle positivo no 
último poço. 

 

 Houveram 8 clones positivos. Uma vez definidos os clones positivos quanto à 

presença dos fragmentos clonados, seguiu-se com a indução da expressão em meio de cultura 

por 4 dias. Uma vez que a expressão protéica podia ser mínima, as amostras de meio de 

cultura foram analisadas por Western blot. Observou-se expressão em um único clone da 

rSmAP (Figura 70) 
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Figura 70.  Western blot da análise da expressão dos 8 clones da rSmAP em P. pastoris cepa X-
33. 1-8, clones da X-33 analisados. Anticorpo primário: soro anti-rSmAP 1:1000, 
secundário: HRP-conjugated goat anti-rat 1:6000. 

 

 Esta proteína mostrou um tamanho maior que o esperado, produto de prováveis 

glicosilações próprias do sistema de expressão em P. pastoris. A quantidade de proteína é 

baixa (~5mg/L cultivo). Não foi possível detectar atividade enzimática alguma quando testada 

com susbtrato para Fosfatase Alcalina.  

 

4.3.6 Avaliação da expressão da SmAP nos estágios do parasita por Western blot 
 
 Os anticorpos gerados em rato e imunoadsorvidos foram utilizados para avaliar a 

expressão da proteína em sete estágios do ciclo de vida do parasita mediante Western blot 

(Figura 71) 

 
 
Figura 71.  Análise por Western blot em condições redutoras da expressão da SmAP em cinco 

estágios do parasita. A) Análise por Western blot da expressão da SmAP nos estágios. 
rSmAP, 25 ng de SmAP recombinante; (OVO) extrato de ovos; (MIR) miracídios; (CER) 
cercarias; (S3H) esquistossômulos de 3 horas; (S12H) esquistossômulos de 12 horas; 
(S7H) esquistossômulos de 7 dias; (MAC) adultos machos; (FEM) adultos fêmeas. Foram 
colocados 5 g de proteína de todos os estágios. B) Gel corado com Coomassie como 
controle da mesma quantidade de proteína colocada em cada poço. Anticorpo primário: 
soro de rato anti rSmAP 1:5000 adsorvido, secundário: HRP conjugated goat anti rat IgG 
1:6000 
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 Observando a Figura 71A e B, vemos que a SmAP é expressa em todos os estágios, 

com algumas particularidades. O nível mais baixo desta proteína foi encontrado em cercárias, 

observando-se um incremento até as 12 h após a transformação em esquistossômulo. Os 

esquistossômulos de 7 días apresentam um nível comparável àquele visto em cercárias. A 

análise entre os adultos machos e fêmeas revelou maior expressão protéica nestas últimas 

(Figura 71). Uma banda tênue presente em fêmeas e miracídios talvez seja um produto de 

degradação durante o processamento da amostra. A expressão em extrato de ovos chama a 

atenção por ter uma banda maior (apenas alguns daltons a mais, seta vermelha na Figura 71A) 

que só aparece nesse estágio, enquanto nos outros estágios essa banda está ausente. 

Comparou-se as frações de tegumento e verme desnudo (Figura 72A), observando-se que as 

quantidades de SmAP em cada fração são similares. Em condições não redutoras (Figura 

72B), aparece como um dímero ativo de ~130 kD, o que já tinha sido previamente descrito 

(PAYARES; SMITHERS; EVANS, 1984).  

 

 
Figura 72.  Análise por Western blot das frações de tegumento e verme desnudo incubadas com 

anti-rSmAP. A), Análise da expressão da SmAP nas frações de tegumento e verme 
desnudo, 20 g  de proteína em cada poço. B), Análise da expressão da SmAP em 
tegumento sob condições não redutoras, 20 g  de proteína. Anticorpo primário, rat anti-
rSmAP 1:5000; anticorpo secundário goat anti-rat conjugado com HRP, 1:6000. 
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4.3.7 N-glicosilação da SmAP 
 
 A SmAP nativa migra no SDS-PAGE com uma massa aproximada de 65 kDa, maior 

que a predita de ~56 kDa para a proteína matura. Com a finalidade de ver se esta banda maior 

era produto da glicosilação da proteína, foi feita uma deglicosilação in vitro, utilizando uma 

PNGase (N-glicosidase), tratando ou não amostras de tegumento com a enzima. 

 
Figura 73.  Análise por Western blot de tegumento do parasita e extrato de ovos tratados com 

glicosidase. A) e B), (1) rSmAP 100 ng, (2) amostra de ovo ou tegumento tratada com 
tampão de deglicosilação sem deglicosidase, (3) amostra de ovo ou tegumento tratada 
com PNGase (N-glicosidase). Foram colocadas 20 g  de cada amostra de tegumento. 

 

 Observou-se que após a digestão com PNGase F, a banda migra com um tamanho 

menor (Figura 73A), indicando que no tegumento SmAP é N-glicosilada, como havia sido 

predito pela análise bioinformática da seqüência. Adicionalmente, a deglicosilação dos ovos 

(B) mostrou duas bandas, uma menor com o tamanho esperado da SmAP e uma segunda 

banda com tamanho maior que o esperado, que não pôde ser deglicosilada quando tratada com 

enzimas específicas para O-deglicosilação. 

 
4.3.8 Presença da SmAP no tegumento de vermes adultos por âncora de GPI  
 

A SmAP foi visualizada por Western blot em frações de tegumento de vermes adultos 

digeridas com Fosfolipase C (PiPLC), confirmando a presença da proteína no tegumento e a 

presença do sítio para âncora de GPI na seqüência protéica. Essa enzima digere as âncoras de 

GPI liberando as proteínas presas à membrana de superfície por essa âncora. A Figura 74 

mostra o Western blot contendo as frações dos meios de cultura concentrados onde os 

parasitas foram tratados ou não com a enzima PiPLC. Uma banda é fortemente reconhecida 

no meio de cultura onde os parasitas foram incubados com a enzima, confirmando a presença 

da proteína no tegumento por âncora de GPI.  
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Figura 74.  Análise da ligação da SmAP no tegumento de vermes adultos por âncora de GPI 

após digestão com PiPLC. Western blot contendo as frações dos meios de cultura 
concentrados onde os vermes adultos foram tratados com piPLC (+) ou não (-) por 1 h à 
37 oC. A membrana foi incubada com o soro anti-SmAP na proporção de 1:1000 e 
anticorpo secundário (anti-IgG de rato conjugado com peroxidase) numa diluição de 
1:6000. 

 
4.3.9 Imunolocalização da SmAP em cortes do estágio adulto 
 
 Visando localizar a proteína nas estruturas teciduais no parasita, foram realizados 

vários cortes histológicos e estes incubados com anticorpo anti-rSmAP. De acordo com a 

Figura 75, podemos observar expressão da proteína em quase todos os tecidos dos vermes 

adultos (no tegumento, parênquima e glândula vitelina), observando-se também uma 

marcação muito forte na fêmea, talvez por ser uma enzima associada ao metabolismo de 

nucleotídeos, o qual confirmaria resultados anteriores onde foi detectada atividade de SmAP 

nos tecidos internos do útero e glándula vitelina na fêmea (CESARI, 1974). Nos requadros de 

aumento observamos com maior detalhe algumas estruturas reconhecidas pelo anticorpo, além 

do tegumento (TEG) observa-se a projeção citoplasmática (PC) e o corpo celular (CC). A 

camada muscular (CM) foi marcada com faloidina a fim de destacar melhor as estruturas 

subtegumentares. Para um melhor entendimento do descrito anteriormente, pode-se tomar 

como referência o modelo de tegumento descrito na Figura 4. 
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Figura 75.  Imunolocalização da SmAP em seções transversais de adultos. A) Amostra incubada 

com soro anti rSmAP imunoadsorvido contra extrato de E. coli, 1:200, imagem de 
fluorescência confocal. B) Correspondente imagem de contraste de interferência 
diferencial. C) região aumentada do macho em A) mostrando a marcação da SmAP no 
tegumento (TEG), projeção citoplasmática (PC), corpo celular (CC) e parênquima (PAR), 
além da marcação da camada muscular (vermelho). D) região aumentada da fêmea em A) 
mostrando a marcação da glândula vitelina (GV). A fluorescência verde indica a presença 
da SmAP; a vermelha, a presença de actina. Anticorpo secundário Alexa Flúor 488 Goat 
anti-Rat IgG, 1:200; Faloidina-rhodamina 1:200. 

 

Para a imunolocalização da proteína no parasita inteiro, o anticorpo usado nos 

anteriores experimentos de Western blot e imunolocalização de seção teve que ser 

previamente purificado de acordo com o método descrito no item 3.11, uma vez que testes 

previos resultaram numa alta inespecifidade nos controles negativos. Como resultado desta 

purificação, obtivemos um anticorpo que reconhecia especificamente a proteína nos tecidos 

do parasita, como mostrado na Figura 76. 
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No esquistossômulo de 7 dias há expressão aumentada de uma maneira geral nos 

tecidos do verme, sendo maior na região adjacente ao intestino e mantendo ainda o padrão 

pontual de expressão em algumas áreas (flechas azuis,  Figura 76C) 
 

 
 
Figura 76.  Imunolocalização da SmAP em esquistossômulo de 7 dias. A), Imagem de interferência 

de contraste diferencial de amostra incubada com soro anti-rSmAP imunoselecionado 
1:100. B), imagem bidimensional de fluorescência confocal de A). C) imagem 
tridimensional de B). D) amostra incubada com soro naïve imunoselecionado 1:100, 
marcação com faloidina destacando o tecido muscular do parasita na imagem 
bidimensional. A fluorescência verde indica a presença da SmAP, enquanto a 
fluorescência vermelha indica a presencia de actina. As flechas azuis indicam a presença 
de SmAP nos tecidos do parasita. Anticorpo secundário Alexa Flúor 488 Goat anti-Rat 
IgG, 1:200. 

 

Se analisarmos detalhadamente a imagem tridimensional (Figura 76C), essa expressão 

aumentada fica mais evidente enquanto à distribuição da SmAP no parasita.  
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 A expressão da SmAP no esquistossômulo de 21 dias (Figura 77) mostra uma 

distribuição mais homogênea da SmAP no verme, sendo muito aparente na forma de pontos 

de expressão. 

 

Figura 77. Imunolocalização da SmAP em esquistossômulo de 21 dias. A) imagem de 
fluorescência confocal de amostra incubada com soro naïve imunoselecionado 1:100, 
marcação com faloidina destacando o tecido muscular do parasita. B) imagem de 
fluorescência confocal de amostra incubada com soro anti-rSmAP imunoselecionado 
1:100. A fluorescência verde indica a presença da SmAP, enquanto a fluorescência 
vermelha indica a presencia de actina. Anticorpo secundário Alexa Flúor 488 Goat anti-
Rat IgG, 1:200; faloidina-rhodamina 1:200. 

 
 

É perceptível a diferença de marcação no próprio tecido do verme onde se vê também 

expressão em torno do núcleo das células, evidenciando a localização citoplasmática da 

SmAP, como foi vista também nos corpos celulares do tegumento de adultos (Figura 75). Não 

foi observada expressão no tegumento, como pode ser visto pelo contorno definido pela 

marcação com actina (Figura 77B). 
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Para a imunolocalização de ovos foi feito um tratamento especial de desparafinização 

e recuperação antigênica para poder expor mais os antígenos relevantes, com resultados 

encorajadores. 

 

 

 
Figura 78. Seções transversais de fígado contendo ovos de S. mansoni incubadas com anti-

rSmAP. A) Amostra incubada com anticorpos anti-rSmAP purificados e 
imunoselecionados, imagem de contraste de interferência diferencial. B) Imagem 
tridimensional de fluorescência confocal de A). C) Amostra incubada com soro naïve 
purificado e imunoselecionado, imagem de contraste de interferência diferencial. D) 
Imagem de fluorescência confocal de C). A fluorescência verde indica a presença da 
SmCPN. Anticorpo secundário Alexa Flúor 488 Goat anti-Rat IgG, 1:200. 
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4.3.10 Avaliação da atividade enzimática da SmAP em parasitas vivos 
 
 Com a finalidade de demonstrar a acessibilidade do substrato à enzima nativa presente 

no tegumento do parasita vivo em condições naturais, os diferentes estágios deste foram 

incubados com o substrato p-Nitro Phenyl Phosphate (pNPP, Sigma), usado para medir a 

atividade de Fosfatase Alcalina, como mostrada na Figura 79A e B. A atividade enzimática na 

superfície dos parasitas vivos em diferentes estágios e gêneros evidencia uma clara diferença 

na presença da enzima e sua quantidade por área de superfície. 

 
 

Figura 79. Atividade enzimática da SmAP em parasitas vivos de S. mansoni. A) Comparação 
entre estágios, normalizada pela mesma área de superfície para cada estágio. B) 
Comparação entre gêneros, normalizada pelo número de indivíduos (três de cada um). A 
atividade foi avaliada por incubação direta de parasitas vivos com o substrato por 30 min 
a 37 °C e lido a 405 nm. As barras representam a média ± D.E. de um experimento 
representativo de três experimentos independentes. OVO, ovos; CER, cercárias; S7D, 
esquistossômulos de 7 días; MAC, machos; FEM, fêmeas. *, **, ***, representam 
valores com diferenças estatísticamente significativas, valor de p <0.05. 

 

As cercárias apresentam uma certa atividade na sua superficie, embora sejam estágios 

de vida livre, o que indica que o parasita inicia a produção da enzima antes da penetração no 

hospedeiro e antes da formação do tegumento. A atividade é mínima em esquistossômulos de 

cultura de 7 dias (Figura 79A), comparativamente com os outros estágios. A atividade de 

superfície é maior na fase adulta. O S. mansoni sintetiza muitas proteínas a serem utilizadas 

em um estágio específico, no estágio anterior (VALLE et al., 1999). Neste ponto, 

comparamos o observado no ensaio da atividade enzimática na superfície do parasita em 

diferentes estágios, com a avaliação do nível de transcritos (Figura 60) e a análise por 

Western blot da expressão ao longo dos estágios (Figura 71). Vemos que tanto o nível de 

transcritos (Figura 60), quanto a expressão da proteína (Figura 71) e a atividade enzimática na 

superfície do verme no esquistossômulo de cultura de 7 dias (Figura 79A), são mínimas e 
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concordam uma com outra. A expressão também é baixa em cercária (exceto no RT-PCR). 

Isto explicaria porque a resposta imune anti-SmAP na esquistossomose murina aparece só 50 

dias após a infecção com o parasita (PUJOL; CESARI, 1990) e não antes. É bem sabido que o 

estágio mais vulnerável para eliminação do parasita no modelo de vacina com cercária 

irradiada é o de esquistossômulo, portanto, seguindo a lógica de supervivência parasítica, não 

é muito conveniente nestes termos ter a proteína muito expressa nem altamente exposta na 

superfície deste estágio. Na comparação de atividade na superfície entre gêneros, que foi 

normalizado pelo número de parasitas, as fêmeas mostraram maiores níveis de atividade, 

quase duas vezes a atividade dos machos adultos (Figura 79B). Isto é muito interessante, se 

considera-se que as fêmeas possuem uma menor área de superfície. 

Anticorpos induzidos em ratos contra a proteína recombinante foram usados para 

investigar a possível inibição da atividade da enzima nativa. Parasitas adultos vivos foram 

incubados com anticorpos anti-rSmAP e a atividade de Fosfatase Alcalina foi medida. Não foi 

observada inibição da atividade de Fosfatase Alcalina quando comparada com parasitas 

incubados com soro naïve (Figura 80). 

 
Figura 80. Atividade enzimática de SmAP em parasitas vivos incubados com anti-rSmAP. Os 

parasitas adultos vivos foram incubados por 60 min a 37 °C com 50 L de anti-rSmAP 
(complemento inativado) e depois incubados com o substrato pNPP por 30 min a 37 °C, e 
a absorbância lida a 405 nm. As barras representam a média ± D.E. de um experimento 
representativo de três experimentos independientes. Nenhum dos pontos deu uma 
diferença estatísticamente significativa. 
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4.3.11 Resposta humoral e celular na imunização com a rSmAP 
 
Camundongos C57Bl6 foram imunizadas com 3 doses de rSmAP usando CFA como 

adjuvante, com intervalo de 15 dias, entre cada, e após 15 dias foram desafiados com 100 

cercárias, e os vermes adultos recuperados após 7 semanas. Foram obtidas amostras de soro 

antes de cada imunização, desafio e perfusão, que foram analisadas por ELISA. Obteve-se um 

alto título de anticorpos IgG ao longo do experimento até antes da perfusão (1/320000, Figura 

81). 

 
Figura 81.  Gráfico da produção de anticorpos IgG total anti-rSmAP nos camundongos 

imunizados, sangrias aos 45 e 90 dias. 
 

Foi analisado o padrão de isótipos IgG1 e IgG2a, observandose que há um incremento 

na concentração de IgG2a circulante de maneira simultânea com a diminuição na 

concentração de IgG1 circulante após o desafio (Figura 82). 

 

 

Figura 82.  Concentrações de IgG1 e IgG2a aos 45 (pré desafio) e 90 dias (pós desafio) contra a   
rSmAP em camundongos imunizados com a proteína purificada de E. coli. 
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 De acordo com este perfil observado, pode se concluir que a resposta imune envolve 

características de transição de uma resposta Th2 em direção a uma resposta Th1, uma vez que 

a razão entre as IgG1/IgG2a aos 45 dias, diminui ao longo do tempo (aprox. 18.7  para 4.8  

aos 90 dias) antes e após o desafio, o que poderia propiciar ao parasita a uma situação 

intermediária entre Th1 e Th2, que poderia se aproximar da hipótese do “Vale Feliz” 

(WILSON; COULSON, 1999).   

Também foi avaliada a resposta imune celular, aos 45 e 90 dias do experimento, sendo 

que neste caso foram imunizados com a rSmAP (aos 45 dias) alguns camundongos a mais, 

com a finalidade de obter os dados de resposta celular. Observando a secreção de citocinas 

por parte dos animais imunizados com rSmAP, podemos observar a produção de IFN- aos 45 

dias (Figura 68), que é reduzida aos 90 dias; a presença da IL-10 depois do desafio e não 

antes, indica que o parasita está induzindo a secreção desta citocina reguladora (desregulando 

o pólo Th1), o que decorre na diminuição de IFN- (Figura 83), e que em conjunto poderia 

ajudar na sua supervivência no hospedeiro (WYNN; HOFFMANN, 2000). 

 

 
 
Figura 83.  Resultados da contagem de esplenócitos produtores de citocinas provenientes de 

animais imunizados com rSmSMase e desafiados aos 90 dias. A) Secreção de IFN-. 
B) Secreção de IL-4. C) Secreção de IL-5. 

  
 



 118

A secreção de IL-5 aumenta de quase nula aos 45 dias, é notória aos 90 dias, estimula 

a proliferação de eosinófilos, os quais participam na tentativa de defesa do hospedeiro contra 

o patógeno. Estes tipos celulares também participam na formação dos granulomas induzidos 

pelos ovos. Com tudo isto, a transição de Th2 a Th1 somada ao desregulamento simultâneo de 

Th1, evidencia a capacidade do parasita para regular e manejar o sistema imune à própria 

supervivência.  

 

4.3.12 Avaliação do potencial protetor da rSmAP 
 
 Os grupos de animais imunizados com as proteínas recombinantes foram então 

avaliadas quanto à proteção contra desafio com cercária de S. mansoni. Os animais foram 

submetidos a infecção percutânea com 100 cercárias cada um, e após 45 dias, os vermes 

adultos foram recuperados por perfusão. A contagem dos vermes recuperados dos animais 

imunizados em relação ao grupo controle imunizado apenas com o adjuvante, indicaria a 

percentagem de proteção. A análise estatística da contagem dos vermes revelou uma limitada 

capacidade do candidato vacinal para induzir redução de parasitas (Figura 84).  

 
 

Figura 84.   Ensaio de imunização com a rSmAP e desafio com cercária. Observa-se que não há 
uma redução significativa (p<0.05) no número de parasitas quando comparado com o 
controle aonde foi utilizado só adjuvante como vacina. 

 
 

Os resultados indicam a capacidade do S. mansoni em manipular a resposta imune em 

seu benefício, com a finalidade de sobreviver num ambiente hostil como a corrente sanguínea 

do hospedeiro, o qual se vê refletido no baixo nível de proteção observado. 
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5 DISCUSÃO 
 
5.1 OS CANDIDATOS 
 
 Um antígeno hipotético considerado ideal deve codificar uma proteína imunogênica 

em infecções naturais e experimentais, não causar reações cruzadas com proteínas do 

hospedeiro, e ser importante para a penetração e sobrevivência do parasita dentro do 

hospedeiro humano (HOTA-MITCHELL et al., 1999). Por outro lado, os potenciais 

candidatos vacinais devem incluir proteínas que estejam preferencialmente expostas na 

superfície ou exportadas e que sejam expressas no estágio parasitário no mamífero 

(VERJOVSKI-ALMEIDA et al., 2003). As proteínas de superfície e secretadas são 

importantes para exercer as funções básicas de uma vida parasitária (VAN BALKOM et al., 

2005), um exemplo disto seria a ingestão de nutrientes. Uma vez que estas proteínas estão 

com freqüência expostas aos tecidos do hospedeiro durante a penetração, migração, 

alimentação e evasão imune, são alvos ideais para as estratégias de controle (SMYTH et al., 

2003). Através da análise do transcriptoma do S. mansoni, se identificou uma série de 

proteínas com potencial como candidatos vacinais, algumas das quais foram avaliadas sob a 

forma de vacina de DNA (FARIAS et al., 2010). Estas compreenderam toxinas, moléculas de 

adesão, receptores, proteínas de membrana expostas na superfície, receptores para fatores do 

hospedeiro e enzimas expostas de superfície, perfazendo um total de 28 genes. É apartir 

destes candidatos que escolhemos três antígenos para serem estudados como candidatos 

vacinais. 
 O primeiro deles é um ortólogo da Carboxipeptidase N de Mus musculus, com 43% de 

identidade. Esta Carboxipeptidase é um tipo de metalopeptidase dependente de Zinco, 

encarregada de regular as atividades biológicas das quininas e anafilotoxinas no plasma 

humano (VERJOVSKI-ALMEIDA et al., 2003). Os seus alvos enzimáticos podem ser as 

proteínas do complemento, especialmente aquelas que são as chamadas anafilotoxinas, os 

peptídeos C3a e C5a e agiriam clivando a arginina carboxi-terminal destas moléculas, 

diminuindo assim as atividades biológicas delas (MATTHEWS; WETSEL, 2001). As 

anafilotoxinas estão também envolvidas no recrutamento de leucócitos ao sítio de penetração 

na pele e são quimioatraentes para macrófagos, neutrófilos, linfócitos ativados, basófilos e 

mastócitos (ERDEI et al., 2004), modulando assim a reação inflamatória a qual é importante 

para eliminação do parasita. Em suma, esta enzima faria parte do mecanismo que o parasita 

utiliza para driblar a resposta do sistema imune (DENG et al., 2003; PLEASS; KUSEL; 

WOOF, 2000; SALZET; CAPRON; STEFANO, 2000).  
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O segundo candidato vacinal é uma putativa enzima do verme cuja proteína ortóloga é 

a Esfingomielina fosfodiesterase, de Mus musculus, com uma similaridade de 23%. A 

proteína do parasita poderia ter uma função envolvida na lise de células alvo (LINEHAN; 

ETIENNE; SHEEHAN, 2003). Por outro lado, já foi reportada atividade Esfingomielinase a 

pH neutro e estimulada por Mg+2 na superfície do verme, podendo ser utilizada na ligação e 

conversão da molécula de esfingomielina em ceramida para ser assimilada pelo verme. Este 

processo estaria envolvido na via de sinalização por segundos mensageiros (mediado por 

ceramida) com a finalidade de estimular o crescimento celular e, portanto o desenvolvimento 

e sobrevivência do parasita (Redman et al. 1997). O estudo desta proteína mostra-se 

interessante pelo fato dela ser uma potencial enzima envolvida em um aspecto importante da 

fisiologia do parasita, e porque também uma das proteínas mais pesquisadas como antígeno 

vacinal contra a esquistossomose, a Sm14, possui uma participação bioquímica similar, uma 

vez que esta é uma proteína citosólica envolvida na captura de ácidos graxos (FONSECA et 

al., 2005).  

O último candidato vacinal é a Fosfatase Alcalina, a qual, além de ser potencialmente 

exposta ao sistema imune do hospedeiro por diversos trabalhos cartcterizando a composição 

do tegumento (BRASCHI; WILSON, 2006; CASTRO-BORGES et al., 2011), poderia estar 

envolvida tanto em mecanismos de metabolismo quanto na geração de sinais de alerta de 

invasão de patógenos por parte do hospedeiro (BHARDWAJ; SKELLY, 2009). É  uma das 

enzimas mais estudadas até agora, havendo diversos estudos ao seu respeito (BALLEN et al., 

2002; CESARI, 1974; CESARI; SIMPSON; EVANS, 1981; DUSANIC, 1959; PAYARES; 

SMITHERS; EVANS, 1984). 

 Estes foram os genes inicialmente selecionados para estudo prioritariamente como 

candidatos vacinais e caracterizados biológicamente quando possível. Os genes da Fosfatase 

Alcalina e Carboxipeptidase foram os melhor caracterizados, e seus estudos serão discutidos a 

seguir. 

 

5.2 CARBOXIPEPTIDASE 
 

As proteases são uma classe importante de enzimas envolvidas em uma ampla gama 

de processos fisiológicos. As Carboxipeptidases (um tipo de metaloproteases), estão 

envolvidas na imunomodulação dos sinais originados durante a inflamação, agindo como 

inibidores de agentes quimioatraentes, por exemplo, as anafilotoxinas (MATTHEWS; 

MUELLER-ORTIZ; WETSEL, 2004; MATTHEWS; WETSEL, 2001). De acordo com os 
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dados do genoma do S. mansoni, existem 3 Carboxipeptidases no genoma pertencendo a duas  

famílias: 2 prolil-Carboxipeptidases (família  de metaloproteases S28) e 1 Carboxipeptidase N 

(família M14), a qual foi a Carboxipeptidase escolhida para o presente trabalho. Devido à sua 

putativa localização extracelular (ela possui peptídeo sinal predito) e potencial envolvimento 

na imunomodulação no hospedeiro por parte do parasita, tornou-se uma alternativa 

interessante para os experimentos de imunização. A seqüência possui um domínio de ligação 

ao zinco, típico da família das metaloproteases, o qual está bem conservado quando 

comparado com seqüências de ortólogos em mamíferos e foi possível obter um modelo 

tridimensional teórico mostrando a posição dos resíduos envolvidos na ligação ao zinco e 

interação com o substrato, assim como o sítio ativo. Esta Carboxipeptidase não tem sido 

reportada previamente em algum estudo relacionado ao S. mansoni, o que torna o seu estudo 

inédito. Esta proteína mostrou-se transcrita em todos os estágios, observando-se um alto nível 

de transcritos em cercária e ovos, e baixo nível em adultos e esquistossômulo de 7 dias. A 

cercária pode ter a capacidade de acumular transcritos que vão ser utilizados para tradução 

imediata a proteína uma vez que penetra na pele do hospedeiro, como forma de adaptação a 

esse novo ambiente. Esta estratégia já foi fugerida num estudo prévio para outra proteína do S. 

mansoni (OLIVEIRA et al., 2009). A presença da SmCPN foi confirmada para todos os 

estágios analisados, obsevando-se a proteína no tamanho esperado de 55 kDa e secretada ao 

meio de parasitas adultos. A proteína secretada neste estágio teria, portanto, a função 

antiinflamatória predita, embora não tenha sido demonstrada diretamente. Tentativas iniciais 

de imunolocalizar a proteína nos parasitas inteiros com o anticorpo originalmente gerado em 

rato, deram alguns resultados suspicaces, que foram confirmados quando utilizada uma 

preparação purificada do anticorpo. As imunolocalizações feitas com esta preparação de 

anticorpo mostraram uma fluorescência baixa nos tecidos dos estágios intrahospedeiros. 

Levando em consideração que o anticorpo usado é específico, a proteína está presente nos 

estágios e que foram detectados os níveis de transcritos nos estágios, pode-se deduzir que o 

anticorpo purificado e imunoselecionado não foi sensível o suficiente para esta técnica, 

sugerindo o uso de maiores concentrações de anticorpo em futuras experiências. 

A expressão da proteína foi obtida na fração insolúvel de E. coli e foram testados a 

purificação da proteína por afinidade ao níquel após a renaturação ou uma sequência de troca 

iônica e afinidade ao níquel, na qual se obteve uma proteína mais purificada. Estabeleceu-se 

que o procedimento de purificação na cromatografia de afinidade ao níquel seria realizado em 

condições de pH básico, ao redor de 8,5 e com baixa força iônica, até 100 mM NaCl no 

tampão, para aumentar o rendimento de renaturação. Aperfeiçoar a purificação da proteína 
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para eliminar os contaminantes e obter uma proteína com atividade foi um dos objetivos do 

projeto, uma vez que para fins de ensaio enzimático e imunização, descartaria-se a 

possibilidade de influência de possíveis contaminantes no resultado observado, especialmente 

para os ensaios de imunização, uma vez que E. coli e S. mansoni possuem epítopes comuns 

para células B e T (BAHGAT; GABER; MAGHRABY, 2009; MAGHRABY; SHAKER; 

GABER, 2009). Na busca por estratégias alternativas, foi feita uma tentativa por expressar a 

rSmCPN no sistema de Pichia pastoris, utilizando duas cepas diferentes;  no entanto, não foi 

possível obter a expressão. A rSmCPN mais purificada foi utilizada para o teste de 

renaturação nos diferentes tampões do kit iFOLD, visando obter uma proteína com 

conformação nativa. Foi assim que conseguiu-se detectar atividade num dos tampões 

avaliados. Contudo, posteriores experimentos visando reproduzir a renaturação no mesmo 

tampão não confirmaram o resultado, portanto, será necessário uma melhor investigação das 

condições de renaturação. Um dos principais inconvenientes durante o enovelamento foi a 

degradação da proteína alvo em comparação com a quantidade inicialmente renaturada. Um 

hipótese que surgiu é que durante o processo de renaturação e diálise haja algum tipo de 

degradação inespecífica acontecendo o que dá como resultado a ausência de atividade 

enzimática. A atividade não detectada em ovos pode-se dever a esta natureza instável vista na 

proteína recombinante, que faz com que ela degrade em pouco tempo. 

Quando camundongos foram imunizados com a rSmCPN, observou-se o mesmo título 

de anticorpos anti-SmCPN antes e após o desafio e a perfusão. Observou-se adicionalmente, 

que após o desafio, o perfil de isótipos IgG reduz o seu caráter Th2 e que as citocinas 

secretadas mostravam um perfil misto Th1/Th2. Estas evidências indicam que ocorre 

imunomodulação da resposta imune induzida contra este antígeno por parte do parasita, o que 

poderia contribuir para a sobrevivência deste dentro do hospedeiro, o qual já tem sido 

reportado (WILSON; COULSON, 2009). Além disto, a fraca expressão do antígeno na 

superfície do parasita contribui para a limitada capacidade do candidato vacinal  em induzir a 

redução significativa do número de parasitas.  

De uma forma geral, a Carboxipeptidase é uma enzima pouco estudada em outros 

organismos e seria interessante obter a proteína de Schistosoma na forma nativa e com 

atividade para poder caracterizar melhor a atividade e realizar os experimentos de imunização 

e desafio com a proteína na conformação correta.   
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5.3 ESFINGOMIELINASE 
 

As Esfingomielinases são enzimas que catalizam a hidrólise de esfingomielina em 

ceramida e fosforil-colina, e estão envolvidas na via de transdução de sinais da esfingomielina 

(GONI; ALONSO, 2002). O genoma do S. mansoni revela a presença de apenas uma 

isoforma desta enzima, a esfingomielinase neutra. Esta enzima já tem sido reportada em 

diversos trabalhos. Um deles detectou atividade, nos adultos machos, dependente de cloreto 

de magnésio e estimulada por ácido araquidônico (REDMAN et al., 1997). Outros estudos 

demonstraram que a atividade da enzima está envolvida na fluidez da superfície tegumentar 

do adulto, o que favorece o mascaramento de antígenos em sítios ricos em lipídeos na 

membrana (EL RIDI; TALLIMA, 2006; TALLIMA; SALAH; EL-RIDI, 2005). 

Recentemente foi publicado um estudo onde foi confirmada a existência da isoforma neutra 

da enzima no tegumento e a atividade detectada em membrana de superfície (TALLIMA; AL-

HALBOSIY; EL RIDI, 2011).  

A Esfingomielinase foi clonada diretamente do RNA total do S. mansoni, usando 

iniciadores desenhados com base na seqüência obtida dos dados do transcriptoma 

(VERJOVSKI-ALMEIDA et al., 2003).  A seqüência possui o domínio de exo/endo/fosfatase 

e os principais aminoácidos de ligação a metais e sítio ativo, conservados, quando 

comparados com os ortólogos murino e humano. Possui 11 cisteínas e uma região 

transmembrana, o que concorda com a localização na membrana recentemente reportada 

(TALLIMA; AL-HALBOSIY; EL RIDI, 2011). De acordo com o genoma, a proteína 

possuiria 631 aminoácidos, 7 regiões transmembrana e teria uma massa de ~70 kDa. Isto não 

pode ser confirmado até o momento com os experimentos RACE 3’ realizados.  

Os dados de transcrição revelam que ela é transcrita em todos os estágios do ciclo de 

vida estudado, sendo muito transcrita em cercária, adultos e ovos. A alta transcrição detectada 

em ovos pode indicar que a enzima estaria envolvida também com o desenvolvimento do 

miracídio no ovo. A alta trasncrição em adultos e cercária pode ter mais a ver com a 

renovação e manutenção da estrutura tegumentar, como já foi sugerido (TALLIMA; SALAH; 

EL-RIDI, 2005).  

A enzima foi clonada em E. coli e expressa como corpúsculo de inclusão, 

apresentando, no entanto, certas particularidades. O fato da SmSMase reduzir pobremente as 

pontes dissulfeto com -mercaptoetanol, mas não com DTT, sugere que seja uma proteína 

cujo enovelamento requer condições muito especiais para permitir o enovelamento da 

proteína. Determinou-se que a proteína renatura melhor em condições de pH muito básico 
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(8,5-9,0) e sem NaCl no tampão de renaturação. O procedimento de purificação na 

cromatografia de afinidade ao níquel rendeu menos de 1 mg de proteína recombinante no final 

do processo completo, a partir de 15 mg de proteína recombinante no início. Foi por isso que 

tentou-se, como feito com a rSmCPN, uma estratégia alternativa de purificação em condições 

desnaturadas: no entanto, não foi possível estabelecer uma estratégia que pudesse melhorar o 

rendimento na purificação por afinidade ao níquel com a proteína renaturada. Na nossa 

tentativa por conseguir a proteína solúvel, foi avaliada a expressão no sistema de Pichia 

pastoris, utilizando duas cepas diferentes No entanto, não foi possível obter expressão da 

Esfingomielinase no sistema  P. pastoris. Por outro lado, quando gerado o antisoro em rato 

com a proteína obtida em E. coli, o título de anticorpos obtido não foi o suficiente para obter 

uma boa avaliação da expressão da proteína nos extratos do parasita. Isto poderia ser devido a 

uma baixa antigenicidade da proteína. O soro de camundongo imunizado com a proteína foi 

relativamente útil quando avaliada a expressão das proteínas por Western blot, as quais foram 

detectadas com uma baixa diluição do anticorpo (1:500). Esta análise de expressão proteica 

revelou a presença da proteína em todos os estágios estudados e migrando com um tamanho 

esperado de acordo as predições do genoma. É intrigante a ausência da proteína em 

esquistossômulo de 7 dias e na fêmea adulta. No caso do esquistossômulo de 7 dias, por ser 

um estágio obtido in vitro, existe a hipótese que a enzima não seja muito ativa uma vez que 

ela faz parte da superfície de interação parasita-hospedeiro, e essa condição não existe num 

cultivo de esquistossômulos. A hipótese da ausência da SmSMase na fêmea estaria explicada 

porque nesta fase adulta do esquistossoma, a fêmea acasalada com o macho mantém a maior 

parte da sua superfície coberta pelo corpo do macho, com o qual a atividade da 

esfingomielinase não seria tão necessária, considerando-se que esta enzima faz parte da 

superfície de interação parasita-hospedeiro.  

A imunização com a forma recombinante da proteína, gerou anticorpos com títulos 

similares  antes e após o desafio. A avaliação dos subtipos de IgG1 e IgG2a demonstrou uma 

redução no caráter Th2 da resposta imune ao longo do experimento, e a secreção de 

interleucinas foi característica de um perfil misto Th1/Th2. Estas observações demonstram a 

capacidade do S. mansoni de modular a resposta imune ao seu favor, como visto com a 

imunização com rSmCPN. A contagem de vermes recuperados na perfusão, mostrou a 

limitada capacidade da rSmSMase de induzir proteção no modelo murino. A baixa 

antigenicidade observada em rato e camundongo pode ser uma das prováveis causas do 

resultado observado. 

 



 125

5.4 FOSFATASE ALCALINA 
 

A Fosfatase Alcalina tem sido estudada desde há muito tempo como uma proteína 

marcadora do tegumento. Neste trabalho, descrevemos a clonagem da seqüência completa do 

cDNA da Fosfatase Alcalina do parasita. Baseados nas comparações de seqüência com uma 

Fosfatase Alcalina previamente reportada (NDEGWA; KRAUTZ-PETERSON; SKELLY, 

2007) e a predição da seqüência do Genoma (Smp_155890), podemos afirmar que o cDNA 

estudado pelo nosso grupo representa melhor à SmAP. A isoforma Smp_145290 encontrada 

no Genoma pode-se tratar de um gene não transcrito, desde que não foi amplificado nos 

experimentos RACE 3’ nem 5’, abrindo espaço para questionar a existência desta proteína 

putativa da mesma família da Fosfatase Alcalina. 

A seqüência da Fosfatase alcalina possui um domínio de Fosfatase alcalina conservado 

com outros ortólogos mamíferos, expressando 7 cisteínas, um peptídeo sinal e uma região 

transmembrana. A SmAP foi clonada e expressa em E. coli, obtendo-se-a em corpúsculos de 

inclusão. Foi tentada a renaturação primeiro, e a purificação por cromatografia de afinidade ao 

níquel posteriormente. Uma vez que o rendimento foi baixo, e a purificação nesta abordagem 

muito limitado, foram tentadas outras estratégias alternativas de expressão solúvel e 

purificação mais eficiente. Uma delas foi a clonagem e expressão no sistema de expressão 

eucariótica P. pastoris, utilizando gene sintético com códon otimizado, obtendo-se poucas 

quantidades da proteína solúvel, porém sem atividade, potencialmente glicosilada e secretada 

ao meio. Uma opção escolhida em paralelo com a expressão em P. pastoris, foi a purificação 

da proteína renaturada em uréia, na qual aplicou-se a seqüência de cromatografia de troca 

iônica (pH 8,5) seguida de cromatografia de afinidade ao níquel (pH 7,0). Esta estratégia 

mostrou-se vantajosa quando comparada com a cromatografia de afinidade ao níquel com a 

proteína renaturada. 

A seqüência da SmAP possui, além da região transmembrana putativa mencionada 

anteriormente, um sinal para âncora de GPI. Isto foi confirmado no experimento de digestão 

do tegumento com fosfolipase C. Os ortólogos da enzima de humano e outros mamíferos 

comparados, também possuem sinal para âncora de GPI, o qual revela que a estrutura está 

conservada. O tamanho predito de ~65 kDa do monômero glicosilado (BALLEN et al., 2002; 

CESARI; SIMPSON; EVANS, 1981; PUJOL; CESARI, 1990) foi também confirmado pelos 

resultados, assim como o dímero formando uma banda de 130 kDa. Os experimentos com 

PNGase F mostraram que a SmAP é N-glicosilada, o qual também concorda com observações 

prévias (PAYARES; SMITHERS; EVANS, 1984). A identificação de uma banda extra em 
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ovos por Western blot deve ser ainda mais investigada, uma vez que poderia ser resultado de 

uma modificação pós-traducional. Esta banda maior é reconhecida específicamente pelo soro 

anti-SmAP e é também N-glicosilada. O soro anti SmAP foi gerado usando uma proteína 

recombinante produzida em E. coli, razão pela qual é descartada a possibilidade de uma 

reação cruzada com outros epítopes polissacarídicos. Adicionalmente, a análise do genoma 

revelou a presença de uma outra isoforma (Smp_145290), a qual não pôde ser amplificada 

mediante RACE 3’ nem 5’ a partir de ovos, nem validada nos estudos de transcriptoma; 

portanto, não há evidência suficiente para afirmar que esta isoforma esteja presente neste 

estágio. Contudo, existe a hipótese que SmAP seja O-glicosilada, no entanto, a digestão com 

enzimas de O-deglicosilação específicas para proteínas de mamíferos não foi bem sucedida. 

Há a possibilidade que estas enzimas não tenham a capacidade de reconhecer 

apropriadamente as O-glicosilações que possam estar presente em S. mansoni. 

É interessante, ao mesmo tempo, notar que tem uma alta atividade transcricional no 

estágio de cercária, a qual não é imediatamente traduzida a proteína uma vez que os níveis 

proteicos são mínimos neste estágio. Entretanto, estes níveis aumentam rápidamente logo 

após a penetração pela pele do hospedeiro nas primeiras 12 h. No dia sete os níveis protéicos 

diminuem até níveis comparáveis à cercária, assim como a atividade transcricional. Um perfil 

transcricional diferente foi recentemente reportado para esta mesma SmAP nos estágios do 

ciclo de vida (BHARDWAJ; SKELLY, 2011). A este respeito, é preciso destacar que um 

qRT-PCR adicional foi feito com três diferentes bibliotecas de cDNA de cada um dos estágios 

e foi observado que as três revelaram perfis idénticos de níveis transcricionais entre os 

estágios do ciclo de vida, com especial destaque para cercárias e esquistossômulos de 7 dias, 

onde teve marcadas diferenças com relação ao trabalho recentemente reportado 

(BHARDWAJ; SKELLY, 2011). Estas diferenças podem ser devidas ao uso de diferentes 

controles normalizadores e/ou ao uso de diferentes bibliotecas de cDNA. Os nossos resultados 

suportam a hipótese de que, logo após a transformação da cercária, os esquistossômulos 

precisam traduzir todo o RNAm acumulado durante esse estágio a proteína como adaptação 

ao um novo ambiente intra-hopsedeiro muito hostil. Coincidentemente, um perfil de similar 

de expressão foi observado para o receptor de SmTNF-alfa, que é altamente expresso em 

cercárias e acredita-se que represente uma estratégia do parasita para responder ao ligando to 

TNF-alfa humano quando cercárias recentemente transformadas penetram a pele do 

hospedeiro (OLIVEIRA et al., 2009). 

Outra observação interessante é que apesar de que os níveis transcricionais da SmAP 

entre macho e fêmea são similares, estas expressam maiores níveis protéicos de SmAP e tem 
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uma elevada atividade enzimática na superfície tegumentar. A falta de correlação entre os 

níveis de mRNA e seu produto protéico está relacionada a uma série de eventos metabólicos e 

regulatorios (HOKKE; FITZPATRICK; HOFFMANN, 2007). Mesmo que pareça estranho, o 

fato dos ovos expressarem altos níveis de proteína e mostrarem pouca atividade enzimática na 

superfície seria devido provavelmente ao fato da maioria da atividade estar localizada dentro 

dos ovos (DUSANIC, 1959). 

A imunolocalização da SmAP em seções de macho e fêmea adultos confirmaram sua 

ampla distribuição nos tecidos. O soro anti-rSmAP reconheceu, com particular intensidade, as 

glândulas vitelinas na seção de fêmea, sugerindo uma função importante da SmAP em alguns 

dos processos associados com a produção dos ovos, tais como síntese de proteínas e ácidos 

nucléicos (DUSANIC, 1959). As imunolocalizações da SmAP nos parasitas inteiros, 

revelaram um padrão de expressão difuso no estágio de esquistossômulo de 7 dias, torna-se 

muito homogênea no esquistossômulo de 21 dias. 

A SmAP é considerada como um potencial alvo de vacinação, uma vez que é uma 

proteína de tegumento a qual está supostamente envolvida na eliminação de parasitas no 

modelo de auto-cura do macaco Rhesus (WILSON et al., 2008). Além disso, o tratamento 

com praziquantel aumenta a exposição da SmAP na superfície do parasita e nesta condição, o 

antisoro foi capaz de eliminar fêmeas (FALLON et al., 1994). Baseados nesta informação, 

trabalhamos com a hipótese de que se o antisoro anti-rSmAP pudesse bloquear/dificultar a 

atividade enzimática do parasita, poderia proteger camundongos contra o parasita num ensaio 

de imunização. No entanto, o soro anti-rSmAP não foi capaz de bloquear a atividade 

enzimática de superfície como foi predito. Esta não é a primeira  descrição da ineficiência do 

antisoro para inibir a atividade enzimática. Um estudo prévio (PUJOL et al., 1990) sugeriu a 

presença de duas populações de anticorpos contra a SmAP: uma inibitória e outra não 

inibitória. Após analizar o modelo 3D não glicosilado, podem ser vistos ao menos dos 

epítopes discontínuos de células B nas proximidades do sítio ativo, e muitos outros ao redor 

da molécula. Os anticorpos direcionados contra estes sítios seriam incapaces de neutralizar os 

sítios ativos ou de ligação ao metal, entrando no grupo dos não inibitórios. Atualmente existe 

a hipótese de que a indução de altos títulos de anticorpos neutralizantes seja importante para o 

desenvolvimento de uma vacina eficaz (WILSON et al., 2008). 

A imunização com a forma recombinante da proteína obtida em E. coli, gerou 

anticorpos com títulos menores no desafio que na perfusão. A avaliação dos subtipos de IgG1 

e IgG2a demonstrou uma transição no caráter Th2 a Th1 da resposta imune, ao longo do 

experimento, e a secreção de interleucinas indicou um desregulamento do perfil Th1. Estas 
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observações demonstram a capacidade do S. mansoni de modular a resposta imune ao seu 

favor, como visto com a imunização com as proteínas anteriores deste trabalho. A contagem 

de vermes recuperados na perfusão, mostrou a limitada capacidade da rSmAP de induzir 

proteção no modelo murino. A diversidade de populações de anticorpos não inibitórios que 

potencialmente poderiam surgir contra a molécula pode ser uma explicação plausível do 

efeito observado. Outra hipótese seria o fato de imunizar com proteínas recombinantes obtidas 

em E. coli, as quais, sem estar devidamente purificadas, “ensinam” ao sistema imune do 

hospedeiro a montar uma resposta contra a bactéria e não contra metazoário. O fato da 

proteína recombinante não estar na conformação correta pode estar contribuindo para a 

produção de anticorpos sem atividade inibitória. É possível que de conseguir-se a expressão 

de uma proteína com conformação e atividade, seja possível a indução de anticorpos 

funcionais e, portanto, uma vacina mais efetiva.  
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6 CONCLUSÕES 
 

O transcriptoma do Schistosoma mansoni revelou alguns genes/proteínas com 

características que poderiam indicar um potencial como candidatos vacinais. Estas 

características seriam suas potenciais funções, localizações e exposição à interação com o 

sistema imune do hospedeiro. Três destes antígenos foram selecionados para serem melhor 

investigados. SmCPN é transcrita em todos os estágios do ciclo de vida, principalmente 

cercária e ovos, com elevados níveis de proteína em miracídios e ovos. A imunolocalização 

mostrou expressão de SmCPN em adultos e níveis baixos nas estruturas internas dos estágios 

intra-hospedeiro. A rSmCPN é expressa na fração insolúvel de E. coli.. A combinação de duas 

técnicas cromatográficas, cromatografia de troca iônica e de afinidade ao níquel, resultou 

numa melhor purificação com maior rendimento da rSmCPN desnaturada do que quando feita 

com a proteína renaturada após cromatogafia de afinidade. Não foi possível obter a expressão 

de rSmCPN no sistema Pichia pastoris. Usando a proteína recombinante produzida em E. 

coli, foi possível obter a proteína purificada e renaturada através do Kit iFOLD, que mostrou 

alguma atividade enzimática. No entanto, a experiência não se reproduziu em experimentos 

posteriores, sendo necessário investigar melhor o sistema. A imunização com a rSmCPN 

mostrou limitada capacidade de induzir proteção frente ao desafio com cercárias de S. 

mansoni no modelo murino. 

A SmSMase é transcrita em todos os estágios do ciclo de vida do parasita, e de 

maneira mais elevada em cercária, adultos, e ovos como visto por qRT-PCR. O Western blot 

confirma a expressão protéica de uma proteína em torno dos 70 kDa  em todos os estágios, 

exceto esquistossômulo de 7 dias e fêmea adulta. A rSmSMase não expressa de forma solúvel 

nem secretada no sistema de expressão P. pastoris, mas sim em E. coli na forma de 

corpúsculo de inclusão, e a quantidade de cisteínas que apresenta requer o uso de agentes 

redutores mais fortes que o -mercaptoetanol, como o DTT. A cromatografia de afinidade ao 

níquel da proteína renaturada resultou em baixos rendimento e eficácia de purificação. A 

rSmSMase não é antigênica em rato e é pouco antigênica em camundongo. A imunização de 

camundongos com a rSmSMase foi insuficiente para reduzir a carga parasitária na perfusão 

nos experimentos de avaliação como antígeno protetor. 

A SmAP é transcrita em todos os estágios do ciclo de vida analisados, sendo alto o seu 

nível no estágio de cercária, como visto por qRT-PCR. A SmAP é: N-glicosilada, ancorada 

por GPI na membrana e forma dímero em condições não redutoras, como visto por Western 

blot após digestão com as respectivas enzimas. SmAP apresenta uma potencial isoforma O-
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glicosilada apenas em ovos, a qual não é sensível ao tratamento com O-glicosidases 

convencionais. A distribuição da SmAP nas estruturas do parasita é homogênea nos estágios 

larvais e adultos, estando presente de maneira elevada nas glândulas vitelinas da fêmea, como 

visto por imunolocalização. A proteína é expressa em todos os estágios: muito expressa em 

ovos, fêmeas, miracídio e pouco expressa em cercária e esquistossômulo de 7 dias, como visto 

por Western blot. Foi comprovado que a cercária acumula grandes quantidades de RNAm 

para sua imediata tradução logo após a penetração pela pele do hospedeiro humano, como 

visto quando analisados o qRT-PCR e o Western blot. A SmAP está presente na superfície de 

adultos e os outros estágios, apresentando atividade enzimática elevada em adulto, como visto 

nos experimentos de atividade enzimática. O soro anti-rSmAP gerado em ratos não induz 

anticorpos neutralizantes contra a proteína, como evidenciado pela não inibição da atividade 

de superfície quando adultos são incubados com este antisoro. A rSmAP pode ser expressa em 

E. coli, sob a forma de corpúsculos de inclusão, e em Pichia pastoris, secretada e solúvel, 

embora não tenha atividade enzimática detectável. A combinação de duas técnicas 

cromatográficas, cromatografia de troca iônica e de afinidade ao níquel, resultou numa melhor 

purificação e rendimento da rSmAP desnaturada do que quando feita com a proteína 

renaturada por cromatogafia de afinidade. A imunização com a rSmAP obtida em E. coli 

mostrou baixa capacidade imunogênica nos ensaios de proteção contra o desafio de S. 

mansoni. Os resultados da investigação da SmAP foram recentemente aceitos para publicação 

na revista Experimental Parasitology. 

Ao longo de todo este período de pesquisa foi possível obter informaçőes importantes 

sobre a biologia do parasita a través da imunolocalização, qRT-PCR e avançar de maneira 

significativa na obtenção das proteínas puras por meio da cromatografia de troca iônica e 

afinidade. A tentativa de expressão das proteínas no sistema Pichia pastoris, como visto,  só 

resultou positiva no caso da rSmAP, ao parecer o fato de ser uma seqüência com códon 

otimizado para o sistema de expressão constitui uma vantagem na hora de induzir a expressão 

da proteína, pois nenhuma das outras duas seqüências pôde ser expressa satisfatóriamente. Foi 

possível também o teste da atividade de uma das proteínas enoveladas em condições 

controladas com a ajuda do kit iFOLD (Pierce). Os experimentos de imunização com as 

proteínas recombinantes resultou em limitada proteção, e observou-se uma clara manipulação 

do sistema imune do hospedeiro por parte do S. mansoni. Estes resultados preliminares 

desfavoráveis não devem deter a tentativa de avaliar as proteínas de uma maneira mais 

controlada uma vez que não foi possível testá-las nas suas formas nativas nem livres de 

contaminantes que poderiam estar induzindo ao sistema imune a responder inespecíficamente. 
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