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RESUMO

A esquistossomose € uma doenga tropical negligenciada causada por helmintos do
género Schistosoma, e afeta mais de 200 milhdes de pessoas em todo o mundo. No Brasil,
0 Schistosoma mansoni é a espécie endémica, sendo responsavel por 7 milhdes de casos
dentre as 35 milhdes de pessoas em risco de infecgdo. O tratamento estabelecido com
praziquantel, apesar de eficaz, enfrenta limitagdes, como reinfec¢ao de individuos tratados e
casos de baixa eficiéncia do medicamento. Dentre os estudos realizados para o
desenvolvimento de uma vacina anti-esquistossomoética, os mais promissores até o
momento foram os realizados com as proteinas recombinantes Sm29 e SmTSP-2. Neste
trabalho foi realizada a expressao e purificacdo de quimeras destas duas proteinas,
resultando nas quimeras A e B, a fim de avaliar o papel protetor das porcbes N- e C-
terminais da proteina Sm29 quando fusionadas a proteina SmTSP-2, em modelo murino;
assim como a avaliagao da resposta imune humoral em pacientes com esquistossomose. As
quimeras foram expressas em Escherichia coli e purificadas em sistema FPLC, e depois
usadas em experimento de imunizagao e protegdo em camundongos C57BL/6. A Quimera B
(fusdo da porcao C-terminal da Sm29 com SmTSP-2) apresentou a maior protecao (34,8%)
em modelo murino apés infecgdo desafio, quando comparada com a Quimera A que induziu
27,8% de protecdo. Foi observada a produgdo de altos niveis de IgG, IgG1 e 1gG2a, em
camundongos, para ambas as por¢goes de Sm29 nas quimeras, porém a porgao C-terminal
(Quimera B) foi a que induziu producdo dos maiores niveis de IgG e IgG2a. No estudo em
humanos moradores de areas endémicas, foi observado o maior reconhecimento da
Quimera B em todos os grupos estudados. Na avaliagéo entre resisténcia e susceptibilidade
dos pacientes-alvos do estudo, o reconhecimento especifico de IgG anti-Quimera B foi
significativamente maior na comparagao entre individuos resistentes a reinfeccdo versus
susceptiveis a reinfeccdo. De acordo com estes dados, conclui-se que a Quimera B foi mais
antigénica do que a Quimera A e induziu niveis mais elevados de protecdo em modelo

murino.
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ABSTRACT

Schistosomiasis is a neglected tropical disease caused by helminths from the genus
Schistosoma that affects more than 200 million people worldwide. In Brazil, Schistosoma
mansoni is the endemic species, responsible for 7 million cases between 35 million people at
risk of infection. Established treatment with praziquantel, although effective, faces some
limitations such as reinfection after chemotherapy and reduction on drug efficacy. Many
studies focusing on the development of an anti-schistosome vaccine have been performed.
Among these studies, the most promising proteins described are Sm29 and SmTSP-2. In this
study, we have expressed and purified in Escherichia coli chimeras of these proteins, termed
here chimeras A and B to evaluate the protection role of N- and C-terminus of Sm29 when
fused to SmTSP-2. So, the chimeras were purified in FPLC, and then, used for vaccination
and protection studies using C57BL/6 mice and for evaluation of humoral responses in
schistosomiasis patients living in endemic areas. Chimera B (C-terminus Sm29 fused to
SmTSP-2) showed the highest protection level (34,8%) in mice after challenge infection
when compared to chimera A (27,8%). It was observed a high level of IgG, IgG1 and IgG2a
production in mice against both Sm29 portions (N- or C-terminus) contained in the chimeras
A and B. However, C-terminus Sm29 (within chimera B) was the one which induced the
higher level of IgG and 1gG2a compared to chimera A. Further, studies with sera from
patients resident in schistosomiasis endemic areas revealed greater recognition of chimera B
in all groups. Evaluating resistant versus susceptible groups of individuals, specific human
IgG recognition of chimera B was significantly higher in patients resistant compared to
susceptible individuals. Based on these data, we concluded that chimera B is a better

antigen than chimera A and it was able to induce higher protection level in mice.
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1 INTRODUGAO

11 A esquistossomose no mundo

A esquistossomose humana é uma doenca que afeta mais de 200 milhdes de
pessoas e cerca de 779 milhdes vivem em risco de infeccdo em 76 paises em
desenvolvimento (CHITSULO e cols., 2000; STEINMANN e cols., 2006). Dentre os
infectados, 120 milhdes séo sintomaticos e 20 milhdes apresentam as formas severas da
doencga (CHITSULO e cols., 2000; ENGELS e cols., 2002).

Apenas na Africa concentram-se 85% das pessoas infectadas em todo o mundo
(CHITSULO e cols., 2000). Dados da estimativa de mortalidade na Africa subsaariana
revelam que ha 280.000 mortes por ano, sendo 150.000 mortes causadas por falha renal e
130.000 por hematémese (VAN DER WEREF e cols., 2003).

Ha cinco espécies causadoras da esquistossomose humana: Schistosoma
haematobium (endémica em 53 paises na Africa e Oriente Médio), S. mansoni (endémica
em 54 paises na América Latina, Caribe, Africa e Oriente Médio), S. intercalatum (endémica
em 10 paises da Africa central), S. japonicum (endémica na China, Indonésia, Camboja e
Filipinas, sendo relatados casos em Laos e Tailandia) e S. mekongi (endémica em Laos e
Camboja) (BRUUN e AAGAARD-HANSEN, 2008; CHITSULO e cols., 2000). A Figura 1

mostra a distribuicdo geografica da esquistossomose no mundo.
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FIGURA 1: Distribuicao global da esquistossomose (GRYSEELS e cols., 2006).

A esquistossomose esta entre as doencas tropicais negligenciadas mais importantes
da atualidade. Tais doengas se caracterizam por sua alta endemicidade em zonas rurais e
areas urbanas mais empobrecidas, possui uma capacidade de prejudicar o crescimento, o
desenvolvimento intelectual, a educacdo em criancas e a produtividade dos trabalhadores,
sendo estas condi¢cbes favorecedoras da pobreza (HOTEZ e cols., 2006). Por afetarem a
classe mais pobre da populagdo, ha pouco investimento no desenvolvimento de
medicamentos e vacinas para estas doencas (HOTEZ e cols., 2006). As doengas tropicais
negligenciadas causam grande morbidade no mundo, sendo a esquistossomose
responsavel pela perda de 4,5 milhdes de anos de vida ajustados por invalidez precoce
(DALY) (dados estimados em 1990), como consequiéncia da patologia causada pela
esquistossomose (WHO EXPERT COMMITTEE ON THE CONTROL OF
SCHISTOSOMIASIS., 2002).

A espécie Schistosoma mansoni, endémica em 54 paises, € responsavel por mais de
70 milhdes de casos. Esta também é a espécie endémica no Brasil, totalizando 7 milhdes de
casos dentre as 35 milhdes de pessoas em risco de infecgdo (CHITSULO e cols., 2000). A
transmissdo da esquistossomose no Brasil provavelmente comecou com o trafico de

escravos africanos logo apds o descobrimento do pais, e sua disseminacgao do litoral para o
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interior se deu com o fluxo migratério. Atualmente, a esquistossomose ocorre em grande
area endémica do Brasil (Figura 2), que vai desde o Maranhao até Minas Gerais, com focos
isolados no Distrito Federal e nos estados do Para, Piaui, Goias, Rio de Janeiro, Sdo Paulo,
Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (COURA e AMARAL, 2004). A média da

prevaléncia estimada para esta doenga, em 2002, foi de 5,43% (COURA e AMARAL, 2004).

ndo endémico

FIGURA 2: Distribuicdo da esquistossomose no Brasil (COURA e AMARAL, 2004) —

modificado.

1.2 O parasita Schistosoma e seu ciclo

Os helmintos do género Schistosoma sao vermes que atingem de 7 a 20 mm de
comprimento na fase adulta, possuem corpo cilindrico com duas ventosas terminais, um
tegumento complexo e 6rgaos reprodutores. Diferentemente de outros trematddeos, estes
vermes sdo didicos, ou seja, possuem sexos separados. O macho apresenta um canal

ginecoforo onde a fémea se aloja. Estes vivem em plexos venosos do trato genitourinario,
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causando a esquistossomose urinaria (S. haematobium) ou em veias mesentéricas,
causando a esquistossomose intestinal e hepatica (S. mansoni, S. intercalatum, S.
faponicum e S. mekongi), onde se alimentam de sangue e globulinas. As fémeas adultas,
que sao maiores e mais finas que os machos, produzem centenas a milhares de ovos por
dia, variando de acordo com a espécie (GRYSEELS e cols., 2006; MCMANUS e LOUKAS,
2008).

Os ovos liberados pelos vermes adultos secretam enzimas proteoliticas que auxiliam
na sua migragdo para o lumen da bexiga (S. haematobium) ou do intestino (outras
espécies), e quando excretados e em contato com agua, eclodem liberando miracidios
(Figura 3). Esta forma larval do verme infecta caramujos do género Biomphalaria (S.
mansoni), Bulinus (S. haematobium e S. intercalatum), Oncomelania (S. japonicum) ou
Neotricula (S. mekongi), onde se multiplicam em esporocistos multicelulares assexuados e
depois maturam até a forma larval chamada cercaria, na qual adquirem uma caracteristica
cauda bifurcada. As cercarias sao liberadas pelos caramujos em meio aquatico 4 a 6
semanas apos a infecgdo permanecendo viaveis por até 72 horas e utilizam um conjunto de
enzimas proteoliticas que auxiliam a penetracdo do parasita na pele do hospedeiro
mamifero. Nesse processo de penetragao as cercarias perdem a cauda, alcancam capilares
sanguineos e vao em direcao aos pulmdes, onde se transformam em esquistossémulos.
Estes, por sua vez, migram para as veias do sistema porta, onde se maturam e copulam, e
seguem para sua posigao final, onde também se inicia a ovoposi¢cao no plexo mesentérico
ou perivesicular. Entretanto, mais de 50% dos ovos nao conseguem deixar os tecidos do
hospedeiro. A patologia da doenga se deve principalmente a resposta imune do hospedeiro
contra antigenos dos ovos, que sao isolados dos tecidos do hospedeiro por reagdes imuno-
teciduais, formando os chamados granulomas. O tempo desde a infecgcao humana até a
ovoposicao é de 4 a 6 semanas e os vermes adultos vivem em média 2 a 5 anos, podendo

chegar a até 30 anos (BRUUN e AAGAARD-HANSEN, 2008; GRYSEELS e cols., 2006;

MCMANUS e LOUKAS, 2008).
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FIGURA 3: Ciclo de vida de S. mansoni, S. japonicum e S. haematobium (MCMANUS e

LOUKAS, 2008) — modificado.

1.3 Aspectos patolégicos e imunoloégicos da esquistossomose

Do ponto de vista clinico, existem duas fases da esquistossomose no hospedeiro: a
fase aguda e a fase cronica.

As manifestagdes clinicas da fase aguda muitas vezes ndo sao perceptiveis e, se
existentes, sdo caracterizadas pela dermatite cercariana e pela sindrome de Katayama. A
penetracdo percutdnea das cercarias pode causar urticarias dentro de poucas horas e

persistir durante dias como lesdes maculopapulosas, e € mais comum numa infeccédo
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primaria (BOTTIEAU e cols., 2006; BURKE e cols., 2009; ROSS e cols., 2007). Ja a
sindrome de Katayama é uma reacdo de hipersensibilidade sistémica a migracdo dos
esquistossdmulos e a precoce deposicdo de ovos, ocorrendo dentro de poucas semanas a
meses apos a infecgdo. A manifestagdo aguda causada pela infecgao por S. mansoni e S.
haematobium é mais comum em individuos expostos pela primeira vez e rara em
populagbes endémicas, o que nao é verdade para a esquistossomose causada por S.
japonicum, que é comum em areas endémicas (ROSS e cols., 2007). A sindrome de
Katayama ¢é caracterizada por um inicio subito de febre, fadiga, mialgia, mal-estar,
eosinofilia entre outros sintomas. Também podem aparecer sintomas abdominais
decorrentes da migragéo e posicionamento dos vermes jovens (BURKE e cols., 2009; ROSS
e cols., 2007).

A fase cronica da doencga é variavel e depende da localizagdo dos vermes adultos,
apesar de suas manifestacdes estarem relacionadas aos ovos que ficam presos nos tecidos.
Isto porque as enzimas proteoliticas secretadas pelos ovos causam reacbes
granulomatosas, que se iniciam numa tentativa de conter os ovos, e estas reagdes
progressivamente serdo substituidas por fibras de colageno (GRYSEELS e cols., 2006). Os
vermes adultos do S. mansoni, alvo deste trabalho, localizam-se habitualmente nas vénulas
da parede do reto, do sigmdide, do intestino e do figado humano. O figado é o principal foco
de acumulo dos ovos liberados pelas fémeas adultas, pois mesmo que estes sejam
liberados pelas fémeas nos vasos do intestino, sdo carreados pelo fluxo sanguineo até os
minusculos sinuséides hepaticos, onde € impossivel a sua passagem. Ai os ovos ficam
presos e elicitam rea¢des granulomatosas, que se acumulam levando a uma progressiva
fibrose nos espacos periportais, bloqueando a circulagdo pré-sinusoidal e conduzindo a
hipertensdo porta, a circulagao colateral, ascite, esplenomegalia e varizes gastrointestinais
(PEARCE e MACDONALD, 2002; REY, 2001). O sangramento causado pelo rompimento
das varizes gastro-esofagicas é a conseqiiéncia mais grave da esquistossomose hepatica

(REY, 2001).
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A variagdo da morbidade na esquistossomose se deve a extensdo da resposta
imunoldgica e seus efeitos em 6rgaos-alvo da patologia. Dentre outros fatores, pode-se citar
também: fatores genéticos do hospedeiro e do parasita, intensidade da infec¢ao, estado de
saude do hospedeiro (existéncia de doencas concomitantes) e a relacdo parasita-
hospedeiro (ABATH e cols., 2006; PEARCE e MACDONALD, 2002).

Segundo Abath e colaboradores (2006), a relagdo parasita-hospedeiro tende a
evoluir para um estado de sobrevivéncia mutua, no qual o parasita dependera do nivel de
dano celular e tecidual que ele causa, enquanto que o hospedeiro dependera bastante dos
mecanismos de resisténcia inata e da imunidade adaptativa. Portanto, parece que esta
relacdo se desenvolveu de forma que o parasita permanecesse viavel ao mesmo tempo em
gue se pudesse evitar uma patologia severa que resultasse na morte do hospedeiro.

No que diz respeito a resposta imune, tanto a resposta humoral quanto a resposta
celular do hospedeiro tem sido associadas a prote¢ao contra a esquistossomose.

Os anticorpos produzidos durante a infecgdo podem desempenhar papel efetor ou
regulador, dependendo do isotipo. Estudos in vitro demonstraram que os isotipos de
imunoglobulina (Ig)G1, IgG3 e IgE sdo capazes de mediar a morte de esquistossdémulos por
um mecanismo de citotoxicidade celular mediada por anticorpo (ADCC) e ativacdo de
complemento, envolvendo eosindfilos, macrofagos e plaquetas (CAPRON e cols., 1975;
JOSEPH e cols., 1983; KHALIFE e cols., 1989). De forma inversa, os isotipos IgM, 1gG2 e
IgG4 nao possuem tal capacidade (BUTTERWORTH e cols., 1987; KHALIFE e cols., 1986),
agindo como anticorpos bloqueadores da atividade citotéxica. Os estudos in vivo tém
relatado uma associagao entre especificidades de anticorpos em pacientes susceptiveis e
resistentes a infeccdo e reinfecgdo, de forma que a resisténcia estaria positivamente
relacionada a elevados niveis de IgE (RIHET e cols., 1991; VIANA e cols., 1995). Também
foi encontrada a presenga de eosindfilos em criangas resistentes a reinfeccao (HAGAN e
cols., 1985), sugerindo que os eosindfilos devem eliminar o parasita por citotoxicidade

dependente de IgE.
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A resposta humoral contra a esquistossomose varia de acordo com a idade e forma
clinica da doenca. Adultos sdo mais resistentes a infeccdo, apresentando um perfil de
anticorpos especificos dos isotipos IgE, 1gG1 e 1gG3, ao passo que as criangas, mais
susceptiveis a infecao, produzem preferencialmente IgM, IgG2 e IgG4 contra antigenos do
parasita (BUTTERWORTH e cols., 1987). Pacientes agudos apresentam altos niveis de
IgG1, 1gG2 e IgG3 e baixos niveis de IgM e IgG4 contra esquistossdOmulos, enquanto que os
pacientes cronicos produzem altos niveis de IgG4 e IgM, com baixa resposta de IgG1, 1IgG2
e IgG3, contra o esquistossémulo e o verme adulto (JASSIM e cols., 1987).

O envolvimento de linfécitos T tem sido relatado tanto no desenvolvimento da
patologia como na protegdo contra a infecgdo. Durante o curso da doencga, as células T
CD4* se diferenciam em Th (T helper)1 ou Th2, sendo que durante a fase aguda ha uma
forte resposta do tipo Th1, com alta producdo de interferon-gama (IFN-y) por células
mononucleares do sistema periférico (PBMC) e baixos niveis de interleucina (IL)-10 e IL-5
(MONTENEGRO e cols., 1999). Na fase cronica, marcada pelo inicio da ovoposigao pelas
fémeas, a resposta celular evolui para Th2 (Figura 4), na qual ha uma menor producao de
IFN-y e maior producédo de IL-10, dentre outras citocinas (CORREA-OLIVEIRA e cols., 1989;
MONTENEGRO e cols.,, 1999; PEARCE e MACDONALD, 2002). A resposta Th1
(caracterizada pela produgdo de IL-12, fator de necrose tumoral [TNF-a] e IFN-y) é
responsavel por funcdes citotéxicas e pro-inflamatdrias, induzem hipersensibilidade do tipo
tardia e possuem atividade antifibrética, ao passo que a resposta Th2 (produgao de citocinas
IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13) estimula a produgéo de anticorpos — particularmente IgE — e
aumenta a proliferagdo e funcdo de eosindfilos (ABATH e cols., 2006; PEARCE e
MACDONALD, 2002).

A resposta imune do tipo Th2 em humanos foi associada com resisténcia a
reinfecgdo, com diversos trabalhos envolvendo a producao de IgE, tendo eosindéfilos como
principais células efetoras (HAGAN e cols., 1991; RIHET e cols., 1991; VIANA e cols.,

1995). Por outro lado, estudos em camundongos tém indicado que respostas envolvendo a
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subpopulagido de células Th1 s&o cruciais na indugdo da imunidade protetora (CAPRON e

cols., 1999; HOFFMANN e cols., 1998).

Intensidade da infeccao

Ny p——) S

iEsquistossémulos o’ Ovos
ia

Cerca

Vermes adultos

FIGURA 4: Desenvolvimento da resposta imune no decorrer da infecgdo (PEARCE e

MACDONALD, 2002) — modificado.

Para melhor entender a imunidade protetora contra a esquistossomose, talvez o
principal alvo de estudo seja aquele envolvendo individuos residentes em areas endémicas
e que, apesar do contato constante com agua contaminada, apresentam exame de fezes
negativo para a presenga de ovos de S. mansoni. Tais individuos sido considerados
naturalmente resistentes a infeccdo pelo S. mansoni e tém mostrado respostas humoral e

celular distintas daquelas de pacientes infectados (VIANA e cols., 1995), com significativa
proliferacdo de PBMCs e producdo de elevados niveis de IFN-y em estimulagdes com
antigenos do parasita (BAHIA-OLIVEIRA e cols., 1992; CORREA-OLIVEIRA e cols., 2000;
VIANA e cols., 1994). Trabalhos realizados em modelos de vacinagédo com cercaria irradiada
sugerem que IFN-y deve agir ativando macréfagos, os quais eliminam os esquistossémulos

no pulmao utilizando a via de destrui¢cdo oxidativa (WYNN e cols., 1994).
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Ja os individuos que se tornaram resistentes apds o tratamento medicamentoso
(resistentes a reinfecgao) apresentam um padrdo de resposta celular do tipo Th2 com
elevada producgéao de IL-5 e niveis ndo detectaveis de IFN-y (ROBERTS e cols., 1993). Além
disso, foi observado nos pacientes resistentes a reinfecgdo um aumento dos niveis de IgE
especificos para antigenos do tegumento de esquistossémulos e vermes adultos e uma
reducao nos titulos de IgG4 em relagéo aos individuos susceptiveis (CALDAS e cols., 2000).

Apesar da resposta Th2 ser importante para o hospedeiro durante a infec¢do, uma
vez que este tipo de resposta previne a produgao de mediadores inflamatérios prejudiciais
ao hospedeiro, ela também ¢é responsavel pelo desenvolvimento de fibrose hepatica e pela
morbidade (DE JESUS e cols., 2004). Estudos em camundongos deficientes em IL-13, IL-4
e IL-13/IL-4 demonstraram que a incapacidade de desenvolver uma resposta Th2,
reguladora da resposta pro-inflamatdria observada na fase aguda, pode ser letal, como foi
visto em camundongos duplo-deficientes para IL-13/IL-4. Foi demonstrado também que IL-4
é responsavel pelo desenvolvimento da resposta granulomatosa, induzindo a proliferagéo de
linfécitos produtores de citocinas Th2, enquanto que IL-13 € um agente profibrético
responsavel pelo desenvolvimento da fibrose hepatica observada nesta patologia (FALLON
e cols., 2000).

A citocina IL-10 exerce papel regulador, evitando o desenvolvimento de uma
patologia mais severa devido a respostas polarizadas (ARNAUD e cols., 2008; TEIXEIRA-
CARVALHO e cols., 2008; WYNN e cols., 2004). Em um estudo utilizando camundongos
deficientes para IL-10, pesquisadores demonstraram o papel regulador dessa citocina, em
que os camundongos IL-10/IL-4" desenvolveram resposta fortemente polarizada Th1 com
consequente morte dos animais devida a hepatotoxicidade causada, enquanto que
camundongos IL-10/IL-12" desenvolveram forte morbidade e alta mortalidade nos estagios
crénicos da doenga (HOFFMANN e cols., 2000).

Como demonstrado no modelo murino da esquistossomose, a indugcao de respostas
polarizadas Th1 ou Th2, apesar de causarem distintas lesbes teciduais, podem ser

prejudiciais e até letais. Desta forma, a producao dos dois tipos de resposta de uma forma
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mais equilibrada deve promover a melhor protecao ao hospedeiro contra os efeitos danosos

da patologia (WYNN e cols., 2004).

1.4 Tratamento e controle

Durante muitos anos, o praziquantel tem sido o medicamento de escolha para
erradicagcado da esquistossomose em todo o mundo (WHO EXPERT COMMITTEE ON THE
CONTROL OF SCHISTOSOMIASIS., 2002) e é eficaz na reducdo da intensidade e
prevaléncia da infeccdo por todas as espécies de Schistosoma. Este medicamento é
comercialmente vendido como comprimidos de 600 mg, cujo regime de tratamento
recomendado é de 40 mg/kg de peso corporal em dose unica. Com o término da patente
deste medicamento, diversas apresentagbes genéricas foram disponibilizadas para
comercializagdo a baixo custo (aproximadamente US$ 0,70 doélares por comprimido),
aumentando a perspectiva de um acesso mais generalizado ao tratamento medicamentoso.
Oxamniquina é o segundo farmaco de escolha no tratamento para esquistossomose (WHO
EXPERT COMMITTEE ON THE CONTROL OF SCHISTOSOMIASIS., 2002), porém é
eficiente apenas contra S. mansoni.

Derivados de artemisinina sao efetivos apenas contra as formas imaturas do verme,
e seu uso em combinagdo com praziquantel estd sendo estudado (GRYSEELS e cols.,
2006), como forma de ampliar o tratamento, ja que o praziquantel é ativo apenas contra a
forma madura do verme.

Desde o inicio da implementagao do tratamento com praziquantel, esperava-se uma
reducdo nos niveis de prevaléncia e, no entanto, a populacdo infectada continuou
aumentando, e até hoje muitas medidas de controle ndo sdo implementadas ou nao séo

eficientes em muitos paises (CHITSULO e cols., 2000; ENGELS e cols., 2002).
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Reconhecendo os diversos perfis da infeccdo, Engels et al. (2002) sugeriram uma distingao
entre estratégias de controle da morbidade e controle da transmissao, de forma que estes
estagios fossem executados consecutivamente rumo a eliminagdo da doenca (Figura 5).
Desta forma, a Organizacao Mundial de Saude (OMS) revisou a implementacdo das
estratégias de controle, mudando do controle da transmiss&o para o controle da morbidade
(BRUUN e AAGAARD-HANSEN, 2008). As medidas de controle da transmissdo visam
impedir a infeccdo de novos individuos com a adogdo de agdes abrangentes, tais como
saneamento basico, educagdo sanitaria e eliminagdo dos caramujos. No controle da
morbidade, o objetivo é impedir o aparecimento de formas mais severas da
esquistossomose, 0 que se consegue com 0s cuidados primarios a saude, como o uso de

medicamentos.

babwm nivel de endemia
objetivo: eliminacao

+ vigilancia

Eliminacao

areas de alta prevaléncia
objetivo: controle da morbidade

FIGURA 5: Os estagios consecutivos na rota de controle rumo a eliminagdo da

esquistosomose (ENGELS e cols., 2002) — modificado.

No entanto, as abordagens de controle tem tido algumas limitagées. Casos de baixa

susceptibilidade ao praziquantel ja foram relatados e sao alvos de extensa discussao



24

(CIOLI, 2000; CIOLI e cols., 1993; DOENHOFF e cols., 2002) e, junto com o aparecimento
de casos de reinfecgdo que demandam re-tratamentos, necessitam de uma abordagem de
longo prazo. Estratégias diferentes, como a utilizagcdo de vacinas que oferecam uma
protecéo total ou parcial poderia ser uma boa estratégia de controle a ser usada juntamente
com o tratamento medicamentoso. Para que estas estratégias sejam mais consistentes e
racionais, € necessario conhecer as caracteristicas bioldgicas do Schistosoma e possiveis
alvos para o desenvolvimento de vacinas e novos medicamentos. Os estudos do genoma,
transcriptoma e proteoma de Schistosoma mansoni sao Uteis neste sentido, pois facilitam a
identificagdo de alvos para o desenvolvimento de novos farmacos e vacinas com base nas

diversas ferramentas e bases de dados disponiveis nestes estudos.

1.5 Estudos do genoma e do transcriptoma de Schistosoma mansoni

O Schistosoma mansoni teve seu genoma totalmente seqlienciado recentemente
(BERRIMAN e cols., 2009). Esta espécie possui um genoma complexo, totalizando 363
megabases (Mb), com 40% da sua sequéncia repetitiva, reunidos em sete pares de
cromossomos autossémicos e um par de determinantes sexuais — ZW. Foram identificados
11.809 genes hipotéticos codificando 13.197 transcritos, e o tamanho médio de cada gene
foi estimado em 4.7 kilobases (Kb), com introns maiores que éxons. Além disso, foi
encontrada neste genoma uma caracteristica ndo observada em outros eucariotos, em que
os introns na extremidade 5 sdo menores que os da extremidade 3’. Estudos prévios das
regides conservadas entre S. mansoni e S. japonicum revelaram que elas possuem 84% de
identidade, sendo grande parte destas regides restrita a éxons codificadores de proteinas, e

nao a introns ou regides nao traduzidas (UTRs) (HAAS e cols., 2007).
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7

A estrutura de genes contendo micro-exons (MEGs) também & uma caracteristica
desta espécie (BERRIMAN e cols., 2009). Pelo menos 45 genes possuem esta estrutura,
que foram classificados em 14 familias, as quais ndo apresentaram nenhuma similaridade
com genes de outras espécies de Schistosoma. Quase todas as familias de MEGs codificam
um peptideo sinal na extremidade 5 e apenas trés destas familias possuem sinais de
ancoragem a membrana, € os genes de todas as familias demonstraram ser transcritos em
estagios do ciclo de vida de S. mansoni presentes em mamiferos. O seqienciamento de trés
familias de MEGs revelou que existem varios sitios de processamento alternativo, o que
proporciona grande variagao de suas proteinas (BERRIMAN e cols., 2009).

O genoma de Schistosoma mansoni, bem como o transcriptoma, é util por
proporcionar a identificacdo de diferentes alvos de medicamentos e vacinas, o que leva a
novas formas de intervir e melhorar as abordagens de controle da esquistossomose. A
deficiéncia no metabolismo de lipideos faz com que o parasita dependa do hospedeiro,
sendo este um alvo para o desenvolvimento de medicamentos, assim como os receptores
de membrana, canais iOnicos e proteases (BERRIMAN e cols., 2009). Alvos para o
desenvolvimento de novos farmacos também foram revelados nos estudos de transcriptoma
(VERJOVSKI-ALMEIDA e cols., 2003). Genes associados com neurotransmissao (receptor
nicotinico de acetilcolina, acetilcolinesterase, transportadores de glutamato e de &cido
gama-amino butirico — GABA), paralogos de subunidades dos canais de calcio e ciclofilinas,
que mediam o efeito anti-esquistossomético da ciclosporina sdo alguns exemplos de
candidatos ao desenvolvimento de novos farmacos. Em geral, os candidatos vacinais
incluem proteinas expostas na superficie do Schistosoma mansoni e aquelas expressas nos
estagios do verme em seus hospedeiros mamiferos. Ortdlogos de toxinas secretadas,
receptores para fatores e nutrientes do hospedeiro, proteinas de membrana e expostas na
superficie e enzimas sao alguns dos candidatos vacinais postulados por Verjovski-Almeida e

cols. (2003).
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1.6 Atualidades no desenvolvimento de vacinas anti-esquistossométicas

Dentre as diferentes abordagens para o desenvolvimento de vacinas anti-
esquistossomaticas, a imunizacdo com cercarias irradiadas de S. mansoni (atenuadas com
radiacao ionizante) induz altos niveis de protecdo em animais (STEK e cols., 1981). A larva
atenuada apresenta um padrao de migracdo truncado e lento no hospedeiro definitivo,
sendo tal caracteristica importante na indugdo da imunidade protetora contra a infeccao por
S. mansoni (MOUNTFORD e cols., 1988). A maioria das larvas irradiadas morre no pulméo
aproximadamente em 21 dias, mas pelo menos 25% ainda permanecem na pele por 14 dias
(MOUNTFORD e cols., 1988). O foco inflamatorio produzido na pele decorrente da
permanéncia das larvas neste sitio contém macrofagos e células dendriticas, que capturam
os antigenos liberados pela larva e ativam a resposta imune adaptativa nos linfonodos
drenantes (HOGG e cols., 2003a). O microambiente inflamatério na pele também é rico em
IL-12, sendo importante por favorecer o desenvolvimento de células T auxiliares do tipo Th1
na resposta protetora subsequente (HOGG e cols., 2003a). Por outro lado, a producao de
IL-12 na pele é regulada por IL-10, limitando a extensdo da inflamagdo, bem como
reduzindo a forga de resposta adaptativa desenvolvida (HOGG e cols., 2003b).

Exposi¢cdes unicas de camundongos C57BL/6 a cercarias atenuadas de S. mansoni
induzem protegdo em torno de 60 a 70% contra o desafio com cercarias nao-atenuadas,
enquanto que em multiplas exposicoes, o indice de protecdo aumenta para 73 a 77%. A
imunidade protetora induzida por exposigédo unica envolve uma resposta celular de células T
CD4* associadas a um perfil de citocinas do tipo Th1, j& que o uso de anticorpos
monoclonais contra IFN-y reduz o nivel de prote¢ao alcangada enquanto que a neutralizagéo
de IL-4 e IL-5 nado alteram a imunidade protetora (SHER e cols., 1990; SMYTHIES e cols.,
1992). Ao contrario da exposigdo Unica as cercarias atenuadas, multiplas exposicoes

apresentam um mecanismo diferente de imunidade protetora em camundongos: ha o
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desenvolvimento de resposta do tipo Th2, com produgao de altos titulos de IgG que podem
ser transferidos e conferir imunidade a recipientes ndo primados (CAULADA-BENEDETTI e
cols., 1991; MANGOLD e DEAN, 1986).

Embora induzam mecanismos protetores diferentes, tanto a imunizagao com uma
Unica exposi¢cao as larvas atenuadas, quanto a imunizacdo com multiplas exposicoes
requerem estimulos capazes de gerar respostas imunes humoral e celular. Camundongos
deficientes em células B apresentaram protegdo reduzida contra o desafio com cercarias
apos uma unica exposigao as larvas atenuadas. O mesmo foi observado em camundongos
deficientes em IFN-y expostos a multiplas imunizagées (JANKOVIC e cols., 1999).

Estudos utilizando camundongos imunizados com cercarias atenuadas mostraram
que a eliminagdo do esquistossébmulo por linfocitos T no pulmao parece ser o principal
mecanismo de protecdo contra o Schistosoma (COULSON e WILSON, 1997). Os
mecanismos de eliminagao do esquistossémulo ainda nio sao claros. No entanto, ha duas
hipéteses que poderiam explicar a protegcéo caracterizada pela imunizagdo unica com larvas
irradiadas. Uma delas defende que o evento crucial na eliminagdo do parasita envolve o
bloqueio fisico de sua migragao através dos capilares pulmonares por um foco inflamatério
efetor, com a participacao de IFN-y, células CD4" e macrofagos. A outra hipétese defende a
idéia de que os esquistossOmulos do pulmao sao eliminados por um mecanismo de morte
citotoxica, sendo os macréfagos ativados por IFN-y os mediadores de tal eliminagéo
(HEWITSON e cols., 2005).

Entretanto, apesar dos elevados niveis de protecédo obtidos em animais, a utilizagédo
do modelo de cercarias atenuadas em humanos nao seria aplicavel, devido a possibilidade
do parasita recuperar sua capacidade infectante (COULSON, 1997). Este modelo é,
portanto, importante para elucidagcdo dos mecanismos imunoldgicos responsaveis pela
indugéo da imunidade protetora.

Considerando que dentre as espécies usadas como modelos de esquistossomose, 0

macaco rhesus possui uma caracteristica em que a infecgao se estabelece, mas a excreg¢ao
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de ovos rapidamente diminui, estudos nestes animais podem fornecer mais esclarecimentos
sobre 0os mecanismos que estao envolvidos na eliminacdo do parasita. Sendo assim, um
estudo realizado recentemente com esta espécie (Macaca mulatta) demonstrou uma forte
associacao entre o tempo e intensidade da producéo de IgG e a deterioracdo dos vermes
adultos nestes animais (WILSON e cols., 2008). Nesse estudo, ndo houve evidéncia de um
foco agudo mediado por anticorpos, mas sim um mecanismo que parecia envolver uma
resposta imunoldgica sustentada por longos periodos (de semanas a meses), que resultou
em sucessivas alteragdes degenerativas nos vermes, envolvendo cessacao da alimentagao,
desnutricdo e por ultimo, falha de diversos 6rgaos. Uma producido intensa de IgG
correlacionou com uma carga parasitaria baixa na perfusdo, e analises imunoproteémicas
identificaram enzimas digestivas, hidrolases da superficie do tegumento e enzimas
antioxidantes como alvos de IgG nos animais altamente responsivos. Desta forma, os
autores deste estudo sugerem que os vermes morrem apés cessacgao da alimentagao, como
um resultado de processos mediados por anticorpos, e que as proteinas das trés categorias
citadas acima tém potencial profilatico e terapéutico como vacina (WILSON e cols., 2008).

Outras abordagens, além das cercarias irradiadas, sdo também utilizadas para se
encontrar novos alvos com potencial para compor uma vacina anti-esquistossomotica. Tais
abordagens envolvem a imunizagdo de animais com antigenos do Schistosoma: a
imunizagdo com antigenos purificados na sua forma nativa; a imunizagdao com proteinas
recombinantes, que sao facilmente produzidas em larga escala; a imunizagdo com genes
que codificam os antigenos protéicos do verme em forma de vacinas de DNA, que possuem
a vantagem de produgcdo em larga escala de maneira mais facil, além de serem mais
estaveis que proteinas; e a imunizagdo com peptideos sintéticos contendo epitopos
imunodominantes de proteinas do parasita, que s&o facilmente produzidos e ndo requerem
purificagao.

Dentre as diversas estratégias vacinais utilizadas em estudos com proteinas de
Schistosoma, a OMS selecionou, em meados dos anos 90, seis antigenos de S. mansoni

como potenciais candidatos ao desenvolvimento de uma vacina anti-esquistossomatica,
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baseado principalmente nos resultados alcangados em ensaios de prote¢cdo em varios
experimentos e laboratérios (BERGQUIST e COLLEY, 1998). Os antigenos foram:
paramiosina, utilizado na sua forma nativa (PEARCE e cols., 1988); antigeno numero 5 de
vacina irradiada — IrV-5, como proteina recombinante (SOISSON e cols., 1992); Sm14 como
proteina recombinante (MOSER e cols., 1991; TENDLER e cols., 1995); Sm28/Glutationa S-
transferase — GST, também como proteina recombinante (AURIAULT e cols., 1991;
TROTTEIN e cols., 1992); triose-fosfatase isomerase — TPI, utilizada em forma de peptideos
sintéticos (SHOEMAKER e cols., 1992); e Sm23, também como peptideos sintéticos
(REYNOLDS e cols., 1992). Estes antigenos foram submetidos a testes independentes em
camundongos e os resultados mostraram que o objetivo de se alcangar uma protecao de
40%, ou maior, nao foi alcangado com nenhuma das formulagbes de vacinas testadas
(BERGQUIST, 1998).

Considerando que os vermes adultos de Schistosoma nao se replicam dentro de
seus hospedeiros definitivos, o desenvolvimento de uma vacina que produza resposta imune
protetora parcial, mesmo que nao esterilizante, poderia ter um impacto na redugao da
morbidade e na transmissao da doenca a longo prazo (MCMANUS e LOUKAS, 2008).

Apesar dos estudos realizados em modelos experimentais, a resposta a diversos
antigenos tem sido estudada em pacientes residentes em areas endémicas para a
esquistossomose. Sm14 (AL-SHERBINY e cols., 2003; BRITO e cols., 2000; FONSECA e
cols., 2004), Sm23 (AL-SHERBINY e cols., 2003; RIBEIRO DE JESUS e cols., 2000),
Sm28/GST (AL-SHERBINY e cols., 2003), IrV-5 (AL-SHERBINY e cols., 2003; RIBEIRO DE
JESUS e cols., 2000), Sm37-GAPDH (AL-SHERBINY e cols., 2003), Sm97-paramiosina
(AL-SHERBINY e cols., 2003; CORREA-OLIVEIRA e cols., 1989; RIBEIRO DE JESUS e
cols., 2000), SmTSP-2 (TRAN e cols., 2006) e Sm29 (CARDOSO e cols., 2006a); sao
alguns dos antigenos testados em estudos de caracterizagdo da resposta humoral e celular
induzidas em individuos residentes em areas endémicas. De um modo geral, pacientes com

perfil de resisténcia contra a doenca apresentaram elevados titulos de 19G1, 19G2, 19G3, IgE

e de citocinas IFN-y, IL-12, IL-4 e IL-5, sendo que pacientes infectados apresentaram niveis
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elevados de IgG4 e IL-10. No entanto, é importante ressaltar que cada antigeno produz um
tipo de resposta imune, sendo dificil encontrar dois ou mais antigenos produzindo o mesmo
perfil imunoldgico de protegcdo. Como exemplo, o antigeno Sm97-paramiosina foi capaz de
induzir altos niveis de IgE, IL-2 e IL-5 em pacientes resistentes a infecgdo, ao passo que
Sm14 induziu niveis elevados de IgG1 e IFN-y no mesmo perfil de pacientes (AL-SHERBINY
e cols., 2003). As proteinas Sm29 e SmTSP-2 apresentaram predominancia de IgG1 e IgG3
em pacientes naturalmente resistentes (NR), ao passo que Sm29 também foi reconhecida
por estas subclasses em individuos resistentes a reinfecgdo (RR) (CARDOSO e cols.,

2006a; TRAN e cols., 2006).

1.6.1 O tegumento de Schistosoma mansoni como alvo do desenvolvimento de

vacinas

Ja que os antigenos sugeridos pela OMS nao obtiveram a resposta protetora
esperada, outros estudos foram realizados na tentativa de se conseguir novos alvos
potenciais a uma vacina contra a esquistossomose. Dessa forma, em 2006, estudos
utilizando analises protebmicas caracterizaram diversas proteinas expostas na superficie do
parasita que possuem grande potencial para o desenvolvimento de uma vacina contra a
esquistossomose (BRASCHI e cols., 2006; BRASCHI e WILSON, 2006). Porém, vale
lembrar que nem todas as proteinas no tegumento do parasita sdo antigénicas, sendo que
para tal, elas devem estar associadas a membrana e possuam motivos (peptideo sinal e/ou
dominios transmembrana) que as enderecem, por uma via secretoria, para 0 meio externo
ou que permita sua ancoragem a membrana plasmatica do tegumento, permitindo o contato

do hospedeiro com o parasita (LOUKAS e cols., 2007). Neste sentido, torna-se importante
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observar que a acessibilidade a proteinas presentes no tegumento possibilita a selecao de
moléculas-alvos para o desenvolvimento de novas vacinas e medicamentos.

Dentre as diversas proteinas do tegumento descritas por Braschi e cols. (2006),
podemos citar a Sm23, que parece ser a Unica proteina de tegumento dentre as testadas
pela OMS como candidato vacinal (BERGQUIST e COLLEY, 1998). Sm23 é mais eficaz
quando utilizada como vacina de DNA, resultando em uma protecdo de 36-44% apos a
infeccao desafio, e ndo conferiu nenhuma protegcdo como proteina recombinante formulada
com suspensao de aluminio na forma de sal (alum) (DA'DARA e cols., 2003). Estudos in
vitro avaliaram a resposta humoral e celular humana da Sm23 na forma de peptideo
multiantigénico (MAP3), e verificaram a producdo de altos niveis de IgG3 em pacientes
resistentes a esquistossomose (AL-SHERBINY e cols., 2003).

A paramiosina (Sm97) & uma proteina miofibrilar de 97 kDa presente exclusivamente
nos invertebrados e, apesar de nao ter sido descrita por Braschi e Wilson (2006), estudos
posteriores demonstraram sua expressao no tegumento do esquistossdmulo de fase
pulmonar (GOBERT e MCMANUS, 2005). A imunizagdo de camundongos com as formas
nativa e recombinante da paramiosina mostrou resultados de protegédo da faixa de 26 a 33%
apos infeccdo desafio com S. mansoni (PEARCE e cols.,, 1988). Ela & fortemente
reconhecida por soros de pacientes naturalmente resistentes a infec¢cdo pelo parasita
(CORREA-OLIVEIRA e cols., 1989) e induz a producao de altos niveis de IFN-y por PBMC
destes individuos (RIBEIRO DE JESUS e cols., 2000).

Outra proteina, a Sm21.6 (LOPES e cols., 2009), foi revelada por microscopia
confocal como sendo presente no tegumento do verme adulto. Ela possui 45% de
similaridade a Sm22.6 de S. mansoni, proteina que conferiu protecdo de 34,5% em
camundongos imunizados e posteriormente desafiados com cercarias (PACIFICO e cols.,
2006). Porém, a imunizagdo de camundongos com Sm21.6 mostrou que esta proteina néo
induziu protecdo contra a infecgdo, mas reduziu em 28%, 21% e 34% o numero de

granulomas no figado, a area de granuloma e a area de fibrose, respectivamente.
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Ja as proteinas SMmTSP-2 (S. mansoni Tetraspanina-2) e Sm29, antigenos
associados a membrana do tegumento (Figura 6), apresentaram protecdo de mais de 50%
(CARDOSO e cols., 2008; TRAN e cols., 2006). Tetraspaninas sao proteinas de quatro
dominios transmembrana encontradas na superficie de células eucariéticas, inclusive de
células B e T. Especificamente, SmTSP-1 e SmTSP2 possuem dois loops extracelulares,
um menor de 17 a 22 residuos (EC-1) e outro maior, de 70 a 90 residuos (EC-2), sendo que
este uUltimo possui quatro (SmTSP-2) a seis (SmTSP-1) residuos de cisteina que formam

duas ou trés ligagdes dissulfeto (SMYTH e cols., 2003).
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FIGURA 6: Representacdo diagramatica do tegumento do Schistosoma e a localizagcao
proposta de proteinas identificadas. As proteinas em azul sdo mais externas no tegumento e
as proteinas em vermelho, mais internas. Nos circulos vermelhos estdo destacadas as

proteinas Sm29 e SmTSP-2 (Tetraspanina D) (BRASCHI e WILSON, 2006) — modificado.

Em estudo de protecdo, Tran e cols. (2006) expressaram e purificaram o loop
extracelular 2 (EC-2) da SmTSP-1 e SmTSP-2 como proteinas de fus&o soluveis a
tioredoxina e realizaram testes em camundongos e com soros de humanos residentes em

areas endémicas para esquistossomose. O antigeno SmTSP-2 alcangou uma redugao, em



33

camundongos, de 57% do numero total de vermes adultos recuperados por perfusao, indice
este que foi de apenas 34% para SmTSP-1. Além disto, SmTSP-2, mas ndo SmTSP-1, foi
fortemente reconhecido por IgG1 e IgG3 de individuos resistentes naturais a infecgao,
demonstrando que SmTSP-2 é um candidato vacinal promissor. Neste estudo, Tran e cols.
(2006) também identificaram um ortélogo da SmTSP-2 nos bancos de dados de etiquetas de
sequéncia expressa (ESTs) de S. japonicum, os quais compartilharam 90% de similaridade
nos primeiros aminoacidos, indicando que a eficiéncia de uma vacina com SmTSP-2 poderia
ser também eficaz contra S. japonicum.

Desta forma, um estudo com TSP-2 de S. japonicum identificou sete subclasses
deste antigeno, chamadas de SjTSP-2a até SjTSP-2g (CAl e cols., 2008). Estas proteinas
foram identificadas no tegumento do esquistossémulo de fase pulmonar e nos vermes
adultos por imunolocalizagdo. As sequéncias de TSP-2 mostraram baixa homologia entre as
duas espécies, sugerindo que uma divergéncia funcional possa ter ocorrido ao longo da
evolucéo. Este trabalho também avaliou a protecdo em camundongos BALB/c, e houve uma
reducdo da carga parasitaria de apenas 15% em animais imunizados com a mistura de
todas as subclasses de SjTSP-2 formulados com adjuvante de Freund, e os autores
sugeriram que esta proteina, em S. japonicum, esteja envolvida em mecanismos de evaséo
do sistema imune do hospedeiro, ndo sendo um bom candidato vacinal.

Assim como SmTSP-2, a Sm29 também é encontrada no tegumento de Schistosoma
(BRASCHI e cols., 2006; BRASCHI e WILSON, 2006). Analises de bioinformatica
(CARDOSO e cols., 2006b) indicaram que Sm29 é uma proteina de 18.07 kDa na sua forma
madura, presente em S. mansoni, € que apresenta similaridade a outras proteinas
desconhecidas do S. japonicum. Ela possui caracteristicas relacionadas a associacédo a
membrana plasmatica: peptideo sinal na regidao amino (N)-terminal, composto por 26
aminoacidos e com sitio de clivagem entre a Serina 26 e Valina 27; hélice transmembrana
hidrofébica na regido carboxi (C)-terminal, na regido entre os aminoacidos 169 a 191; trés
potenciais sitios de oxigénio (O)-glicosilagdo e quatro potenciais sitios de nitrogénio (N)-

glicosilagdao. A analise de localizacdo subcelular classificou a Sm29 em 32 familias
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diferentes, das quais 21 fazem parte de familias de proteinas integrantes de membrana.
Ainda, a analise da estrutura secundaria desta proteina identificou a auséncia de alfa-hélice
ou folha beta, e provavelmente a insergdo de carboidratos nos sitios de glicosilacéo e a
formacéao de pontes de cisteina sdo responsaveis pela estrutura da Sm29.

A analise de microscopia confocal mostrou que a Sm29 é expressa de forma
abundante no tegumento do verme adulto e ausente em tecidos internos do parasita.
Adicionalmente a este achado, foi realizada a analise de transcritos de bibliotecas de cDNA
do parasita nos diferentes estagios de desenvolvimento (verme adulto, esquistossOmulo de
fase pulmonar, ovo e cercaria). A analise revelou a presenca de transcritos correspondentes
a proteina apenas no verme adulto e no esquistossémulo de fase pulmonar (CARDOSO e
cols., 2006a).

Ainda neste trabalho, foi realizada a investigagdo do perfil de isotipos de anticorpos
anti-Sm29 recombinante presente em soros de pacientes residentes em areas endémicas
no Brasil, agrupados como resistentes ou susceptiveis a infecgdo. Foram encontrados niveis
elevados de IgG em todos os grupos comparados ao grupo nao infectado (NI), e a
predominancia de IgG1 e IgG3 em pacientes naturalmente resistentes (NR) e resistentes a
reinfecgdo (RR), mostrando que a proteina pode ser alvo da citotoxicidade celular
dependente de anticorpo e, desta maneira, ser um forte candidato vacinal (CARDOSO e
cols., 2006a).

Além do estudo realizado com soro de humanos, foram realizados estudos da
capacidade protetora da Sm29 recombinante (rSm29) em camundongos. Neste estudo, foi
confirmada por microscopia confocal a presenga da Sm29 no tegumento do verme adulto
(macho e fémea) e no esquistossOmulo de fase pulmonar. Além desta localizacdo no
tegumento, o verme adulto fémea também possui a proteina em tecidos internos
(CARDOSO e cols., 2008).

Quanto a resposta humoral, o perfil de IgG e suas subclasses IgG1 e IgG2a anti-
rSm29 foi avaliado. Os soros de camundongos imunizados com a proteina associada a

adjuvante de Freund foram coletados e usados em teste de ELISA. Os niveis de IgG
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detectados apresentaram-se elevados em todos os tempos de coleta dos soros, assim como
IgG1 e IgG2a, porém a relagado 1gG1/IgG2a diminuiu ao longo do tempo devido a elevada
producdo de 1gG2a, o que indicou um perfil de resposta imune do tipo Th1 apds a
imunizacdo. Os resultados da resposta celular também apresentaram perfil tipicamente Th1,
na qual se observou elevada producdo de IFN-y, TNF-a e IL-10 e auséncia de IL-4 na
analise de citocinas (CARDOSO e cols., 2008).

Nesse estudo foi avaliada a capacidade protetora da proteina recombinante em
camundongos. Para tal, os animais foram imunizados trés vezes com rSm29 associada a
adjuvante completo/incompleto de Freund e desafiados com 100 cercarias. O grupo controle
recebeu PBS associado ao mesmo adjuvante. Os camundongos imunizados com rSm29
apresentaram 51% de protecao, 60% de reducéo de ovos intestinais e 50% de redugédo do
numero de granulomas hepaticos, em comparagao com o grupo controle — PBS + adjuvante
completo/incompleto de Freund (CFA/IFA). Por ultimo, avaliou-se o perfil de expressao de
proteinas em vermes recuperados de animais imunizados com rSm29 usando a técnica de
microarray. Esta analise mostrou uma regulagédo negativa de 495 genes e regulagao positiva
de 22 genes, sugerindo que em camundongos imunizados com a proteina a expressao
reduzida de alguns genes codificando antigenos de membrana seria uma maneira de
adaptacéo, pelo parasita, em relagao a resposta imune em animais vacinados (CARDOSO e
cols., 2008). A Tabela 1 resume a protegédo induzida pelos antigenos do tegumento do S.

mansoni descritos aqui.
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TABELA 1

Protecao induzida pela imunizagdo de camundongos com antigenos do tegumento do Schistosoma mansoni

Antigeno Forma de vacina Adjuvante utilizado Protecgao (%) Referéncia
SMmMTSP-1 Recombinante Freund 34 Tran e cols., 2006
SmTSP-2 Recombinante Freund 57 Tran e cols., 2006
Sm29 Recombinante Freund 51 Cardoso e cols., 2008
Sm23 Vacina de DNA - 44 Da’dara e cols., 2003
Sm97 / paramiosina Nativa ou Bacilos Calmette-Guerin (BCG) 33 Pearce e cols., 1988

recombinante

Sm21.6 Recombinante Freund Nao conferiu Lopes e cols., 2009

protecao

Sm22.6 Recombinante Freund 34,5 Pacifico e cols., 2006
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Até o momento ndo ha trabalhos que relatem estudos com antigenos de S. mansoni
expressos como proteinas quiméricas. Apenas em um estudo com vacina de S. japonicum
foi relatada a associagédo de duas proteinas, Sj26GST com quatro fragmentos diferentes da
paramiosina, induzindo varios niveis de prote¢cdo. O maior deles foi alcangado com a
quimera 3 (SjGP-3) formulada com adjuvante de Freund, resultando em 37,5% de redugéo
da parasitemia (XU e cols., 2009).

Uma vez que a protegao alcangada com um unico antigeno geralmente é baixa (com
excegcao da Sm29 e SmTSP-2), a tentativa de se aumentar a eficacia das vacinas pela
combinacdo de antigenos do parasita pode ser vantajosa. Considerando, ainda, que Sm29 e
SmTSP-2 apresentaram os melhores dados de protecdo como candidatos vacinais, a
investigagdo da imunidade protetora promovida por quimeras destes dois antigenos abre um

novo e interessante campo para pesquisa no desenvolvimento de novas vacinas.

1.7 Justificativa

A esquistossomose mansobnica representa uma preocupagao em muitos paises em
desenvolvimento, incluindo o Brasil. O tratamento preconizado com praziquantel, apesar de
eficaz, enfrenta algumas limitagdes: o tratamento em massa n&o previne reinfecgdes, ja que
pacientes tratados continuam em risco devido as condi¢cdes precarias de saneamento; o
acesso ao medicamento muitas vezes é dificil em todas as areas endémicas, fazendo com
que o tratamento fique caro; casos de baixa eficiéncia do praziquantel ja foram relatados.
Ademais, o praziquantel é considerado uma droga o¢rfa para o tratamento da
esquistossomose humana. A associacdo de vacinas com a quimioterapia seria uma boa

estratégia de combate a esquistososmose, ja que o tratamento quimioterapico propicia a
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reducdo da carga parasitaria em curto prazo e a vacinagao propicia uma resposta imune
protetora de longa duragao.

Considerando, ainda, que: (1) diversas proteinas estudadas em busca de uma
vacina eficiente ndo alcangaram niveis de protecao maiores que 40%, (2) os maiores niveis
foram alcangados com cercarias atenuadas, cujo uso nao é aplicavel em humanos, (3) os
maiores niveis de protegcdo com antigenos unicos foram alcangados com as proteinas
recombinantes Sm29 (51% protecdo) e SmTSP-2 (57% protegéo) e (4) o objetivo inicial da
OMS e de estudos no passado era de se obter antigenos com potenciais elevados de
protecdo, sera que a associacdo da Sm29 e SmTSP-2 induziria uma protecdo mais elevada
que estes antigenos separadamente? E, além disso, qual é a porcdo da Sm29 envolvida
nesta protecao?

O estudo de protegao utilizando quimeras de proteinas localizadas no tegumento do
Schistosoma mansoni, até entao nao realizado para esta infecgdo e pouco utilizado em
estudos envolvendo parasitas, podera ter uma contribuicdo para a pesquisa cientifica,

ampliando oportunidades para uma nova abordagem vacinal com proteinas recombinantes.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Expressar e purificar as por¢gées N- e C-terminais da proteina Sm29 em fusdo com a

SmTSP-2 e avaliar a resposta imunolégica em modelo murino e humano.
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2.2 Objetivos especificos

Expressar e purificar as quimeras A e B da Sm29 fusionada a SmTSP-2;

Avaliar a resposta protetora induzida pela imunizagdo com cada uma das

quimeras associadas ao adjuvante CpG-Alum em camundongos C57BL/6;

Avaliar o perfil dos isotipos de anticorpos IgG, IgG1 e IgG2a anti-Sm29
produzidos com as quimeras de Sm29/SmTSP-2 em soros de camundongos

C57BL/6 imunizados;

Avaliar os titulos de IgG total anti-Sm29, anti-SmTSP-2, anti-Quimera A ou
anti-Quimera B produzidos em soros de pacientes residentes em areas endémicas

para esquistossomose.

3 METODOLOGIA

3.1 Camundongos e cercarias

Fémeas de camundongos C57BL/6, com idade entre 6 e 7 semanas, foram obtidas
no biotério central da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). As cercarias de
Schistosoma mansoni (cepa LE) foram mantidas em caramujos da espécie Biomphalaria
glabrata e preparadas por exposi¢cao a luz por duas horas, no Centro de Pesquisas Rene
Rachou (CPgRR/Fiocruz). A contagem do numero de cercarias viaveis suficiente para a

infeccao foi realizada com lupa acoplada a luz utilizando lugol.
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3.2 Populagao estudada

As amostras de sangue foram obtidas através do trabalho de cooperagéo com o Dr.
Rodrigo Corréa-Oliveira (CPgRR/Fiocruz), de individuos moradores de trés areas endémicas
para esquistossomose (Melquiades, Coérrego do Onga e Caatinga do Moura). Estes
individuos foram classificados em cinco grupos diferentes (Tabela 2), baseados em seu
status de infeccdo, selecionados de forma aleatdria, apenas utilizando o critério de inclusao
ou exclusdo em um grupo, sem conhecimento prévio de sua resposta imunolégica. Os
individuos NI (ndo-infectados) sdo pessoas saudaveis, nao residentes em areas endémicas,

sem nenhuma infecg¢do parasitaria € sem nenhum contato com agua contaminada.

TABELA 2

Populagéo estudada

Idade (média + desvio

Grupo Status de infec¢ao
padrao)
Infectados (n = 8) Infectados com S. 17,1+ 14,9
mansoni

Susceptiveis a reinfeccao (n = 8) Infectados 22,8 +121
Resistentes a reinfec¢ao (n = 8) Nao infectados 18,8 +9,3
Naturalmente resistentes (n = 8) Nao infectados 45,8 + 8,1
Nao infectados (n = §) N&o infectados 28,3+45

Os individuos naturalmente resistentes (NR) sdo aqueles que, apesar do freqlente
contato com aguas contaminadas, apresentaram exame de fezes negativo para
esquistossomose e nenhum sinal clinico da doenga por pelo menos trés anos consecutivos.

Ja os individuos resistentes a reinfecgdo (RR) sdo aqueles que, apds quimioterapia,
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apresentaram exame de fezes negativo. Pacientes susceptiveis a reinfecgao (SR) sdo os
que se reinfectaram apds o tratamento quimico (exame de fezes positivo para a presenca de
ovos), e os pacientes infectados (INF) apresentaram exame de fezes positivo e nenhum

historico de tratamento quimioterapico.

3.3 Expressao e purificagcao das quimeras A e B de Sm29/SmTSP-2

Ambas as quimeras de Sm29/SmTSP-2 foram expressas como proteina de fusdo a
uma cauda de 6 residuos de histidina. As quimeras A e B sao produtos da fusdo do
fragmento N- ou C-terminal da proteina Sm29 (Figura 7) com o loop extracelular 2 (EC-2) da
SmTSP-2. A construgdo das quimeras foi realizada pela Dra. Fernanda Caldas Cardoso
(Queensland Institute of Medical Research — Australia) no plasmideo pET24a.

Os clones foram transformados em Escherichia coli, linhagem Rosetta-gami®
(Novagen) por meio de choque térmico. Esta linhagem permite a expresséo de proteinas de
eucariotos que possuem codons raramente usados em E. coli, além de evitar degradacao de

proteinas por possuir mutacdes em genes especificos.
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FIGURA 7: Porgdes N- e C-terminais da Sm29 usadas na construgdo das Quimeras A e B.
Em quadro de linha continua esta representada a por¢cao N-terminal da Sm29 (Quimera A) e

em quadro de linhas tracejadas, a por¢do C-terminal da Sm29 (Quimera B).

Para a expressao das proteinas, primeiro foi feita uma indugcdo em pequena escala
para padronizagdo das melhores condigdes de expressdo. A inducgado foi feita com o
plasmideo recombinante pET24-Quimera A e pET24-Quimera B. As colbnias selecionadas
foram inoculadas em tubos contendo meio de cultura liquido LB contendo 0,050 mg/ml de
kanamicina, 0,25 mg/ml de tetraciclina e 0,034 mg/ml de cloranfenicol para ambas as
construgdes. A cultura foi crescida por aproximadamente 16 horas a 37° C sob agitagcéo
constante e apos este periodo, foi diluida no mesmo meio de cultura para densidade o6tica
(DO)soonm= 0,2, e depois foi crescida até a DOgoorm entre 0,5 e 0,8. Apds atingir essa
densidade, foi retirada uma aliquota de 1 mL, e adicionada a cultura 1TmM de IPTG
(Isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside). A inducao foi realizada a 26° C durante 16 horas,
retirando-se aliquotas neste tempo. As aliquotas foram centrifugadas a 12.000 g por 5

minutos e tanto o sobrenadante quanto o precipitado foram entdo analisados em gel de
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poliacrilamida SDS a 12% corrido em tampao tris-glicina 1X, e corado por Coomasie brilliant
blue R250.

Apoés a padronizagdo em pequena escala foi feita a indugdo em grande escala. Para
isso, um litro de cultura de Escherichia coli contendo a construgdo da quimera A ou B foi
crescido a 37° C até obtencédo da DO entre 0,5 e 0,8. Esta cultura foi entdo induzida por
16 horas a 26° C com 1 mM de IPTG para expressao das quimeras. Apos este periodo, as
células provenientes de 1 litro de cultura foram centrifugadas a 4000 g e ressuspensas em
50 ml de solugao de lise (12,5 mM Na;HPO,, 12,5 mM de NaH,PO,, 0,5 M NaCl, 40 mM
imidazol). Estas células foram lisadas por sonicacdo trés vezes (pulsos de 30 segundos
cada) a uma amplitude de 30% e centrifugadas novamente por 20 minutos, 4° C, a 4000 g.
As proteinas recombinantes foram recuperadas como corpos de inclusdo e foram
ressuspensas em 50 ml de tampéo (12,5 mM Na;HPO,, 12,5 mM de NaH,PO., 0,5 M NacCl,
40 mM imidazol, 8M uréia). Em seguida, a purificagdo de ambas as quimeras foi feita em
coluna de niquel através de cromatdografo FPLC (fast protein liquid chromatography)
multidimensional AKTA Prime® (GE Healthcare), em condigdes desnaturantes. A
renaturacdo das quimeras foi feita por dialise com 10 litros de tampao PBS, utilizando

membrana porosa de 3 kDa (Spectrum Medical Industries).

3.4 Western blot das quimeras purificadas

A avaliagdo das quimeras A e B foi realizada apos eletroforese em gel SDS-PAGE a
12% e transferéncia para uma membrana de nitrocelulose. Apos a transferéncia, a
membrana foi bloqueada com 10% de leite em p6 desnatado em tampao PBST (PBS +
0,05% Tween 20) por 2 horas a temperatura ambiente, sob agitacdo. Apos trés lavagens

com PBST, a membrana foi incubada em solugdo contendo o anticorpo anti-6xhistidina C-
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terminal de camundongo conjugado a fosfatase alcalina (Invitrogen), na diluicado 1:2000 em
tampao PBST, por duas horas a temperatura ambiente sob agitacdo. Apds trés lavagens
com PBST, a membrana foi tratada com tampao para fosfatase alcalina contendo nitroblue
tetrazolium (NBT) e 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-1-phosphatase (BCIP). Apds a revelacao, a
membrana foi lavada com agua bidestilada e seca em papel filtro. Uma vez identificadas, as

quimeras foram utilizadas para ensaios de imunizagao.

3.5 Imunizagdao dos camundongos

As fémeas C57BL/6, de 6 a 7 semanas de idade, foram divididas em cinco grupos
experimentais de 10 animais cada e imunizadas com trés doses subcutaneas, em intervalos
de 15 dias. As inje¢cbes subcutaneas foram feitas na regido da nuca dos animais, com 25 ug
de proteinas formuladas com adjuvante CpG-Alum, conforme a Tabela 3. O regime de

imunizagc&do dos animais esta esquematizado na Figura 8.

TABELA 3

Grupos de imunizagao

Grupo Proteina Adjuvante
1 Proteina de ligagdo a maltose (MBP) CpG (20 pg)? + AlumP (1300 pg)
2 Sm29-MBP CpG (20 pg)? + Alum® (1300 pg)
3 SmTSP-2-6xHis CpG (20 ug)? + Alum® (1300 ug)
4 1?dose QuirdédosebxHis 32dose CpGfebgag)160Alum® P&Fasiy
imunizagao imunizagao imunizacao cercarias
5 Quimera B-6xHis CpG (20 pg)? + AlumP (1300 pg)
a Cp\ I ‘O4 I I iy V‘ \- ~ .3\
b Sigh “Q Ov c) S |
_ < = ,,!' 2 _— < ’,?; 4 42{ 7@{
(= (= (= S Y
Dias 0 15 30 45 60 75 90

ﬂCoIeta de sangue para obtengao soro — ELISAs
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FIGURA 8: Representacao esquematica da estratégia de imunizagado dos camundongos.

3.6 Infecgao desafio e recuperagao de vermes

Quinze dias apds a Uultima imunizacdo, os camundongos foram desafiados por
exposicado da pele do abdémen destes animais a uma suspenséo de 100 cercarias em agua
durante uma hora. Apds 45 dias do desafio, os vermes adultos foram perfundidos das veias
do sistema porta-hepatico dos animais, coletados em placas de Petri descartaveis e
contados com auxilio de lupa acoplada a lampada. O nivel de protegdo (em percentagem)
foi calculado através da formula:

P = (VRGC — VRGE) x 100

VRGC
onde P = nivel de protecdo (em %), VRGC = numero de vermes adultos recuperados no

grupo controle e VRGE = numero de vermes adultos recuperados no grupo experimental.

3.7 Dosagem de anticorpos em soros de camundongos



46

Os soros coletados de 15, 30, 45, 60, 75 e 90 dias apos a primeira imunizacao foram
usados para dosagem de anticorpos por ELISA. As placas de fundo chato foram
sensibilizadas overnight a 4° C com 100ul/pogo de rSm29 a uma concentragado de 5 ug/mL
em tampao carbonato-bicarbonato. Apds este periodo, as placas foram bloqueadas com
200uL/pogo de soro fetal bovino 10% em PBS por 2 horas a temperatura ambiente. Em
seguida, as placas foram lavadas 3 vezes com PBST em lavadora de microplacas.
100ul/pogo de amostras de soro dos camundongos dos grupos 1, 2, 4 e 5 da TAB. 1 foram
diluidas 1:100 com PBST foram adicionadas as placas, que por sua vez foram incubadas
por 1 hora a temperatura ambiente. Apds 3 lavagens com PBST, foram adicionados os
anticorpos anti-lgG total (Promega), anti-lgG1 (Sigma) e anti-lgG2a (Sigma) de
camundongo, todos conjugados a peroxidase, nas diluicdes de 1:10.000 (anti-IgG e anti-
IgG1) e 1:2.000 (anti-lgG2a) em PBST. 100uL/pogo da diluigdo dos anticorpos secundarios
foram adicionados as placas e incubados a temperatura ambiente por 1 hora. Apds novas
lavagens com PBST, a reacao foi revelada por 15 minutos com 100uL/pogo de solugéo:
OPD (o-phenylenediamine) diluido em 50mL de tampao citrato-fosfato 0.5M (pH 5) com
0.04% de perdxido de hidrogénio. Apdés a revelagdo, a reacao foi interrompida com
50pL/pogo de acido sulfurico a 5%. A densidade o6tica foi determinada em leitor automéatico

de ELISA (Bio-Rad, Hercules, CA, USA), utilizando filtro de comprimento de onda de 492nm.

3.8 Dosagem de IgG total em soros de humanos
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Os soros coletados de pacientes dos cinco grupos descritos na Tabela 2 foram
utilizados em teste de ELISA para avaliacao dos niveis de IgG especificos para as proteinas
recombinantes Sm29, SmTSP-2, Quimera A e Quimera B. As placas de fundo chato foram
sensibilizadas overnight a 4° C com 100ul/pogo dos antigenos a uma concentragao de 5
pg/mL em tampao carbonato-bicarbonato. Apds este periodo, as placas foram bloqueadas
com 200puL/pogo de soro fetal bovino 10% em PBS por 2 horas a temperatura ambiente. Em
seguida, as placas foram lavadas 3 vezes com PBST em lavadora de microplacas.
100ul/pogo de amostras de soro de pacientes de cada grupo, diluidas 1:50 em PBST foram
adicionadas as placas, que por sua vez foram incubadas por 1 hora a temperatura ambiente.
Apods 3 lavagens com PBST, anti-lgG de humano conjugado a peroxidase (Sigma) foi
adicionado a placa na diluicdo de 1:10.000 (100ul/pogo) e incubados por 1 hora a 37° C.
Apo6s novas lavagens com PBST, a reacdo foi revelada por 30 minutos a temperatura
ambiente com 100uL/pogo de solugao: OPD diluido em 50mL de tampao citrato-fosfato (pH
5) com 0.05% de perdxido de hidrogénio. Apds a revelagéo, a reagao foi interrompida com
50uL/pogo de acido sulfurico a 5%. A densidade ética foi determinada em leitor automatico
de ELISA (Bio-Rad, Hercules, CA, USA), utilizando-se filtro de comprimento de onda de

492nm.

3.9 Analises estatisticas
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Para avaliar a significancia dos resultados obtidos na analise da resposta humoral
dos pacientes residentes em areas endémicas, o teste de Kruskal-Wallis foi usado como
ferramenta para comparagao de todos os grupos em relagao ao grupo nao-infectado (NI). O
teste de Mann-Whitney foi usado para avaliar a significancia do nivel de anticorpos obtidos
entre os grupos RR versus SR e NR versus INF. Para avaliagdo da significAncia dos
resultados nas analises da resposta humoral em camundongos imunizados, foi utilizado o
teste de Tukey. O teste t de Student foi usado para avaliar significAncia dos niveis de
protegcdo entre os grupos imunizados. Todos estes testes foram realizados utilizando o

programa computacional GraphPad Prism (San Diego, CA, USA).

4 RESULTADOS

4.1 Expressao e purificacao das quimeras

O sistema de expressdao em E. coli selecionado para produgcao das formas
recombinantes das quimeras A e B de Sm29/SmTSP-2 foi capaz de produzir quantidades
suficientes das proteinas em corpos de inclusdao, que foram recuperados em tampao
contendo uréia a 8 M. As quimeras foram purificadas em coluna de afinidade contendo
niquel, prépria para extragdo de proteinas com cauda de histidina, e depois foram
renaturadas por dialise. Cerca de 3,5 mg de ambas as quimeras foram purificadas, o
suficiente para os experimentos de imunizacdo. As quimeras purificadas e a analise por

western blot estao representadas na Figura 9. O anticorpo anti-histidina foi capaz de
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reconhecer a Quimera A (aproximadamente 17 kDa), a Quimera B (aproximadamente 20

kDa) e o controle positivo rSm29-his (16 kDa).

A B
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FIGURA 9: Painel A: Gel SDS-PAGE a 12% corado com coomassie blue; Painel B: analise
de western blot das quimeras A e B. (1) marcador pré-corado de peso molecular (kDa); (2)
controle positivo — rSm29-6xHis; (3) Quimera A purificada; (4) Quimera B purificada. As
mesmas canaletas 2, 3 e 4 estdo representadas na membrana do western blot, quando o

anticorpo anti-histidina foi utilizado.

4.2 Resposta humoral em camundongos
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Para investigar o perfil de anticorpos especificos para as porgdes N- e C-terminais da

proteina Sm29 nos soros dos camundongos imunizados, foi realizado o teste de ELISA.

IgG
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Todos os grupos experimentais testados produziram altos niveis de IgG em resposta a
imunizacédo com Sm29-MBP, Quimera A e Quimera B (Figura 10). Os maiores niveis de 1gG
produzidos foram induzidos pela quimera B, 15, 60, 75 e 90 dias apds a imunizagao, e essa
elevacao na producado de IgG foi estatisticamente significativa. A quimera B também foi o
grupo mais reconhecido por IgG, mostrando que a por¢ao C-terminal de Sm29 é capaz de
induzir altos niveis deste isotipo.

FIGURA 10: Cinética da resposta de IgG especifica para Sm29 detectada em soros de
camundongos imunizados. Os simbolos , A, O representam as respostas contra os
antigenos Sm29-MBP, Quimera A e Quimera B, respectivamente. O simbolo a representa a
diferenca estatisticamente significativa comparada ao grupo controle; b representa a

diferencga estatisticamente significativa comparada com Sm29-MBP; c¢ representa diferenca

estatisticamente elevada comparada com Quimera A (p <0,05).

As subclasses 1gG1 e IgG2a também foram analisadas. A cinética de IgG1

apresentou niveis significativamente elevados em relagao ao grupo controle (MBP) a partir
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da primeira imunizacao dos animais. Nao foi possivel detectar diferengas significativas entre

0S grupos experimentais.
Em relagdo aos niveis de IgG2a produzidos, a imunizagdo com a quimera B induziu

0s niveis mais elevados entre os grupos experimentais, alcangando seus maiores valores
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Estes dados sdo condizentes com

8 o

nos dias 45, 60, 75 e 90 apds a primeira imunizacgao.

aqueles encontrados para IgG, demonstrando mais uma vez o papel relevante da porc¢ao C-

terminal da Sm29 em induzir resposta humoral mais robusta. As cinéticas de IgG1 e IgG2a

anti-Sm29 estéo representadas na Figura 11.
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FIGURA 11: Cinética das respostas de IgG1 e IgG2a especificas para Sm29 detectadas em

soros de camundongos imunizados. Os simbolos , A, [0 representam as respostas contra
os antigenos Sm29-MBP, Quimera A e Quimera B, respectivamente. O simbolo a
representa a diferenca estatisticamente significativa comparada ao grupo controle; b
representa a diferenca estatisticamente significativa comparada com Sm29-MBP; c¢

representa diferencga estatisticamente elevada comparada com Quimera A (p < 0,05).

O perfil de 1gG1/IgG2a também foi analisado para as por¢des N- e C-terminais da
Sm29 nas quimeras A e B (Tabela 4). A Quimera A apresentou um perfil elevado de
IgG1/1IgG2a, e mesmo tendo reduzido, esta proporgdo continuou elevada até o final do
experimento. Ja a relagao IgG1/IgG2a para a Quimera B teve uma redugdo a partir da
segunda imunizagao devido ao aumento da resposta de IgG2a anti-C-Sm29, permanecendo
constante apds a terceira dose aplicada nos animais do grupo, demonstrando uma resposta

humoral mista Th1/Th2 inicialmente, com subsequente polarizagao da resposta Th1.
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Avaliacao do perfil IgG1/IgG2a induzido pelas imunizagdes com as quimera A e B

TABELA 4

Grupos
Dias IgG1 lgG2a lgG1/lgG2a
Quimera A Quimera B Quimera A Quimera B Quimera A Quimera B
15 2,909 + 0,104 2,851+ 0,160 0,072 + 0,039 0,317 £ 0,169 40,565 8,995661
30 3,012 £ 0,101 2,993 £ 0,075 0,213 + 0,071 0,506 + 0,192 14,176 5,914867
45 2,931 +£0,130 2,913 £ 0,092 0,396 + 0,220 1,069 £ 0,219 7,412 2,725428
60 2,926 + 0,085 2,886 + 0,075 0,346 + 0,124 1,066 + 0,137 8,462 2,706636
75 2,983 + 0,088 2,919 £ 0,076 0,345 + 0,105 1,052 + 0,182 8,647 2,775351
90 2,983 + 0,096 2,822 + 0,085 0,299 + 0,076 1,076 + 0,128 9,586 2,623455

54
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4.3 Resposta humoral em pacientes residentes em areas endémicas para a

esquistossomose

Para investigar a resposta humoral especifica do isotipo IgG para as proteinas
recombinantes Quimera A, Quimera B, Sm29 e SmTSP-2 presente nos soros de pacientes
esquistossomoéticos,, a técnica de ELISA foi utilizada. Os niveis de IgG foram elevados em
quase todos os grupos em relagao ao grupo nao infectado (NI), com exceg¢do do grupo

susceptivel a reinfeccdo (SR) e da resposta de IgG anti-Sm29 no grupo infectado (INF)

(Figura 12).
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FIGURA 12: Perfil da resposta de IgG anti-Sm29, SmTSP-2 e as quimeras A e B em soros
de pacientes esquistossométicos. NR, individuos naturalmente resistentes; INF, individuos
infectados; RR, resistentes a reinfeccdo; SR, susceptiveis a reinfec¢ao; NI, ndo-infectados.
# Estatisticamente significativo comparado ao grupo NI; * estatisticamente significativo
comparado com o grupo INF; ** estatisticamente significativo comparado com o grupo SR;

& estatisticamente significativo comparado com Sm29 no mesmo grupo; ¥ estatisticamente

elevado comparado com SmTSP-2 no mesmo grupo (p < 0,05).
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Com o objetivo de se determinar em qual grupo de individuos as quimeras A e B sao
reconhecidas com melhor eficiéncia, foram analisados os niveis de IgG em soros de
pacientes resistentes versus susceptiveis a infeccido e a reinfecgdo. Analisamos os niveis de
IgG entre os grupos naturalmente resistentes (NR) e infectados (INF) e entre os grupos
resistentes a reinfec¢do (RR) e susceptiveis a reinfecgdo (SR). Os pacientes RR produziram
niveis significativamente maiores que os individuos SR para todos os antigenos analisados
neste estudo. Apenas a resposta anti-Sm29 foi significativa quando se comparou pacientes
NR versus INF.

Apesar das quimeras A e B nao terem apresentado diferenca estatisticamente
significativa entre os individuos NR versus INF, o nivel de resposta de IgG especifica anti-
Quimera B foi estatisticamente maior que a resposta deste isotipo contra a Sm29 no grupo
NR. Ainda, no grupo RR, os pacientes apresentaram niveis significativamente maiores de
IgG anti-quimeras A e B, em relagdo a Sm29, e anti-quimera B, quando comparado com
SmTSP-2. Nao houve diferenga estatistica entre Quimera A e Quimera B dentro do grupo

NR ou RR.

4.4 Imunidade protetora, avaliada por redu¢ao do nimero de vermes totais, induzida

pela imunizagdo com as quimeras em modelo murino

Para medir os niveis de protecdo induzidos pelas quimeras A e B e comparar se
estes niveis foram maiores que a protecdo induzida pelas proteinas Sm29 e SmTSP-2
separadamente, camundongos da linhagem C57BL/6 foram imunizados com estes
antigenos e desafiados com 100 cercarias apos a imunizagdo. Os niveis de protegao foram
determinados 45 dias apds a infecgdo (Tabela 5), e o numero de vermes totais obtidos na

perfusdo de cada grupo de animais foi comparado com o grupo controle. Os animais
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imunizados com Quimera B mostraram os maiores niveis de protecao (34,8%) quando
comparado com o grupo controle. Ja a Quimera A conferiu 27,8% de protegdo quando
comparada ao grupo controle.

Além da avaliagdo da prote¢cdo com estes grupos, utilizamos um grupo de
camundongos C57BL/6 imunizados com Sm29-6xHis + CFA/IFA como controle do
experimento. O numero de vermes recuperados apos infeccdo destes animais, de
aproximadamente 50%, foi semelhante ao encontrado por Cardoso e cols. em 2008 (dados

nao apresentados).

TABELA 5
Niveis de protecao induzidos pela imunizagado de camundongos C57BL/6 com antigenos

Sm29-MBP, SmTSP-2, Quimera A e Quimera B formulados com CpG-Alum

Grupos Vermes totais (média + desvio Protecéao
padrao)
Controle (MBP + CpG-Alum) 46,25+ 3,11 -
* 0,

Sm29-MBP + CpG-Alum 36,83 £ 5,81 20,36 %
SMTSP-2-6xHis + CpG-Alum 38,714,647 16,29 %
Quimera A-6xHis + CpG-Alum 33,37 5,63 27,84 %
30,14 + 6,57 34,83 %

Quimera B-6xHis + CpG-Alum

* Estatisticamente significativo comparado ao grupo controle (p < 0,05)

# Estatisticamente significativo comparado ao grupo SmTSP-2-6xHis + CpG-Alum (p < 0,05)

5 DISCUSSAO
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Apesar de ser considerada uma das doencgas negligenciadas no mundo, a
esquistossomose é uma doenca parasitaria de importancia mundial, sendo responsavel por
manifestagdes clinicas menos severas até as mais graves, que podem levar a morte de
individuos infectados. Apenas na Africa sub-Saariana, estima-se que ha 280 mil mortes por
ano devido as consequéncias graves desta patologia (VAN DER WERF e cols., 2003). A
morbidade causada pela esquistossomose € também muito importante, devido a invalidez
precoce que ela pode causar, uma vez que a esquistossomose afeta as fungdes cognitivas e
o desenvolvimento infantil e a produtividade de adultos (HOTEZ e cols., 2006). O tratamento
quimioterapico é capaz de reduzir a morbidade, mas ndo reduz a prevaléncia devido aos
casos de reinfecgdo. Desta forma, a terapia combinada a vacinagdo, como uma forma de
controlar a esquistossomose, se mostra importante como a base para uma nova abordagem
de controle.

Os estudos de vacinas anti-esquistossomdticas resultaram no descobrimento de
diversos antigenos do parasita, e poucos tém sido utilizados em estudos mais
aprofundados. A imunizacdo com cercaria irradiada de S. mansoni é capaz de induzir altos
niveis de protecdo em animais — 70% a 90%, este ultimo alcangado utilizando IL-12 como
adjuvante (STEK e cols., 1981; WYNN e cols., 1995), porém seu uso nao é aplicavel em
humanos, podendo este modelo ser utilizado para auxiliar na elucidacdo dos mecanismos
imunes envolvidos na eliminagcdo do parasita em animais. Ao contrario do modelo de
cercaria irradiada, nenhum antigeno sozinho alcangou niveis tdo elevados de protecéo,
particularmente na forma recombinante. Os seis candidatos vacinais selecionados e
testados pela Organizacdo Mundial de Saude ndo alcangaram niveis maiores que 40% de
protecdo, que nao foi validado em laboratoérios independentes.

Com os avangos na biologia molecular, muito do proteoma do S. mansoni tem sido
amplamente caracterizado (BRASCHI e cols., 2006; BRASCHI e WILSON, 2006), chamando
a atencao para o estudo de proteinas localizadas no tegumento desta espécie, ja que séo

estes os antigenos mais expostos na superficie do parasita e que estdo em contato direto
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com o sistema imune do hospedeiro, podendo ser entdo os candidatos vacinais mais
interessantes. Varios trabalhos vém sendo realizados para avaliar a protegdo conferida por
proteinas localizadas no tegumento de Schistosoma mansoni, sendo aquelas presentes nos
estagios de esquistossémulo e verme adulto os alvos mais importantes, uma vez que estas
sdo as formas infectantes presentes no hospedeiro humano (LOUKAS e cols., 2007;
WILSON e COULSON, 2006). Modelos de vacinas baseados em proteinas recombinantes,
peptideos sintéticos e DNA tem sido estudados, e poucos apresentam prote¢do maior que
50%.

Dentre as diversas proteinas de tegumento estudadas, tanto aquelas descritas por
Braschi e Wilson (2006), quanto as caracterizadas independentemente deste estudo, tém
mostrado resultados de protegdo pouco promissores. A Sm23, uma proteina da familia das
tetraspaninas exposta no tegumento de S. mansoni (BRASCHI e WILSON, 2006), € um dos
seis candidatos selecionados pela OMS (BERGQUIST e COLLEY, 1998). Essa proteina
alcancou sua maior eficacia quando avaliada como vacina de DNA. Da’dara e colaboradores
(2003) observaram que o nivel de protecao alcangado por este antigeno como vacina de
DNA chegou a 44%, enquanto que sua forma recombinante formulada com alum n&o
induziu significativa protecdo em camundongos C57BL/6. Na forma de vacina de DNA, a
Sm23 induziu uma resposta imune do tipo Th1, com baixa propor¢ao de IgG1/IgG2a,
enquanto que a proteina recombinante formulada com alum induziu uma resposta do tipo
Th2, representada por alta propor¢ao entre IgG1/IgG2a. Ja Pacifico e colaboradores (2006),
estudando a proteina Sm22.6 na forma recombinante associada a adjuvante de Freund
(CFA/IFA) alcangou uma maior protecdo quando comparada a sua formulagdo como vacina
de DNA. Os camundongos C57BL/6 imunizados e desafiados com Sm22.6 recombinante
em fusdo com MBP foram protegidos em 34,5% e apresentaram perfil de resposta celular
misto Th1/Th2. Um outro estudo utilizando a proteina de membrana do S. mansoni
investigou o papel protetor da Sm21.6, demonstrando que a imunizagdo de camundongos
C57BL/6 com a Sm21.6 recombinante associado a adjuvante de Freund ndo induziu

protecdo aos animais, e a resposta imune observada nestes animais foi predominantemente
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Th2 (LOPES e cols., 2009). Outros antigenos associados ou ancorados a membrana do
tegumento do S. mansoni ainda nao foram testados como vacinas, mas merecem atengao
devido a sua localizacido, o que propicia seu contato direto e reconhecimento pelo sistema
imune do hospedeiro: Sm200, Anexina, Tetraspanina B e duas outras tetraspaninas:
Sm11921 e Sm07392 (LOUKAS e cols., 2007).

Duas outras proteinas encontradas no tegumento de S. mansoni apresentam-se, até
0 momento, como as mais promissoras no desenvolvimento de vacinas anti-
esquistossomodticas. Tran e colaboradores (2006) demonstraram que a proteina
recombinante SmTSP-2 (loop extracelular 2) associada a CFA/IFA foi capaz de induzir 57%
de protecdo em camundongos CBA, sendo este o maior nivel de protecdo encontrado em
estudos de vacinas para S. mansoni (LOUKAS e cols., 2007). Em experimento com
camundongos C57BL/6 realizado por Cardoso e colaboradores (2008), a proteina
recombinante Sm29 associada a CFA/IFA também produziu indices altos de protegao.
Nesse estudo, a imunizagdo com Sm29 recombinante produziu uma resposta protetora de
51% e um perfil de resposta humoral e celular tipicamente Th1. Até o momento, nao foi
reportado na literatura nenhum estudo realizado com quimeras de proteinas de S. mansoni,
sendo esta uma interessante estratégia no desenvolvimento de novas vacinas, permitindo a
associagao de proteinas que, separadamente, ja produziram niveis elevados de protegao.

No presente trabalho, avaliamos a protecdo induzida pela imunizagdo de
camundongos C57BL/6 com as proteinas recombinantes Sm29-MBP e SmTSP-2,
isoladamente, e associadas como duas formas quiméricas, A e B. A Quimera A é produto da
fusdo da porcdo N-terminal da Sm29 com a SmTSP-2, e a Quimera B possui a por¢gao C-
terminal da Sm29 fusionada a SmTSP-2. Para avaliagdo da protegcédo, cada grupo de 10
animais foi imunizado com trés doses do respectivo antigeno, desafiados com 100 cercarias
quinze dias apds a ultima imunizagao e, 45 dias apds a infecgao desafio, os vermes foram
recuperados por perfusdo dos vasos do sistema porta-hepatico. Para controle positivo do
experimento, foi usado um grupo de imunizacdo com Sm29-6xHis associado a adjuvante de

Freund (0 mesmo realizado por Cardoso e cols. em 2008), e o numero de vermes
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recuperados por perfusao foi semelhante ao encontrado no referido estudo, garantindo a
confiabilidade do nosso experimento (dados nao apresentados). Observamos que, em
comparagao com o grupo controle (MBP + CpG-Alum), todos os grupos tiveram niveis
significativos de protecéo, sendo a Quimera B o grupo que induziu o maior nivel de protecéo
(34,8%), diferenca esta estatisticamente significativa quando comparada também com o
grupo SmTSP-2 (16,3% de protegao). O grupo imunizado com a Quimera A teve redugao da
carga parasitaria de 27,8%, redugao esta que foi pouco maior que aquela alcangada pela
proteina Sm29-MBP (20,4%) e pela SmTSP-2. Considerando que o indice de protecao de
quase 35% promovido pela imunizagdo com a Quimera B foi semelhante a soma da
protecdo das proteinas Sm29 e TSP-2 separadamente, é plausivel afirmar que a porgcédo C-
terminal da Sm29 é responsavel pela maior parte da resposta imune protetora nesta
proteina, ndo subestimando o papel da SmTSP-2 na quimera. Tal fato pode ser explicado
pelo estudo de predicdo de epitopos de MHC classe Il (complexo principal de
histocompatibilidade de classe Il), o qual revelou a presenga de cinco peptideos com alto
score de ligacdo para alelos HLA-DR (antigeno leucocitario humano), sendo trés deles
presentes na porgcdo C-terminal da Sm29 (CARDOSO e cols., 2006a). Neste trabalho foram
utilizados adjuvantes diferentes em comparagado com os trabalhos de Tran e cols. (2006) e
de Cardoso e cols. (2008), e por isso, uma comparagao justa entre nosso trabalho e o
trabalho destes dois autores ndo é possivel. Sabe-se que novas vacinas baseadas em
proteinas recombinantes, peptideos sintéticos e DNA sdo mais seguras, mas a0 mesmo
tempo, sao fracos indutores da resposta imune. Neste contexto, a associacao de adjuvantes
a tais vacinas possui um papel importante na indugéo da prote¢cao (PASCUAL e cols., 2006).
O uso do adjuvante de Freund, apesar de ser um potente estimulador da resposta
imunoldgica, é toxico e seu uso ndo é aprovado em humanos (O'HAGAN e cols., 2001).
Apesar da protegdo menor alcangada em nosso trabalho, usamos os adjuvantes CpG-Alum
que estimulam a producdo de resposta imune Th1 e Th2 (KLINMAN e cols., 2004;
LAMBRECHT e cols., 2009), evitando respostas imunoldgicas polarizadas que podem ser

prejudiciais ao hospedeiro (HOFFMANN e cols., 2000; WYNN e cols., 2004). Além disso, o
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adjuvante alum é aprovado para uso em humanos e o CpG esta em fase de teste clinico em
seres humanos, em formulagdes de vacinas para hepatite e influenza (GUPTA e COOPER,
2008; O'HAGAN e cols., 2001).

Outra avaliacdo realizada em animais no presente trabalho foi o perfil de resposta
humoral induzido pelas porgdes N- e C-terminais da Sm29 presente nas quimeras A e B,
respectivamente. Os soros dos camundongos C57BL/6 imunizados com MBP (controle),
Sm29-MBP, Quimera A e Quimera B foram coletados em intervalos de 15 dias, a contar da
primeira imunizagao, e utilizados em testes de ELISA. Os animais imunizados produziram
niveis elevados de IgG especificos contra cada um dos antigenos, entretanto, os niveis
induzidos pela por¢ao C-terminal (Quimera B) apds a infec¢ao desafio foram muito maiores
quando comparado com a por¢ao N-terminal na Quimera A e com a Sm29-MBP. A porgéo
C-terminal da Sm29 também foi capaz de induzir a produgédo dos maiores niveis de 1gG2a,
porém nao foi possivel identificar diferengas na producédo de IgG1 entre os antigenos, pois
todos os grupos produziram niveis similares desta subclasse. Avaliando a proporgao de
IgG1/lgG2a especificos anti-C-terminal Sm29, observamos um perfil elevado no dia 15 apds
a primeira dose de imunizagao, e este foi reduzindo devido a um aumento da resposta Th1 a
cada dose aplicada. Tal perfil pode ser devido as caracteristicas imunoestimuladoras dos
adjuvantes usados (KLINMAN e cols., 2004; LAMBRECHT e cols., 2009). Pacifico e cols.
(2006) alcangaram uma resposta humoral mista Th1/Th2 e uma protegéo de 34,5% com a
Sm22.6, mas o adjuvante de Freund foi utilizado nas imuniza¢des. Da’'dara e cols. (2003)
alcangaram 44% de protecao com a Sm23 na forma de vacina de DNA, associada a indugéo
de uma resposta imune do tipo Th1, com baixa propor¢édo de IgG1/lgG2a. Ja Fonseca e
cols. (2004) conseguiram um perfil imunolégico Th1 quando associaram a proteina Sm14
com IL-12 como adjuvante, o que foi coincidente com um aumento de protegao de 25%
(Sm14 + Freund) para 42%. Wynn e cols. (1995) conseguiu uma protecao alta ao imunizar
animais com cercarias irradiadas de S. mansoni associadas a citocina IL-12, mais uma vez
demonstrando o papel da resposta Th1 na inducdo da protecdo contra a infecgcao pelo

parasita. Outros estudos com o modelo de cercarias irradiadas em camundongos sugerem
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que a protecao pode ser induzida tanto com repostas polarizadas Th1 ou Th2, quanto com
uma resposta mista Th1/Th2 (HEWITSON e cols., 2005; HOFFMANN e cols., 1999).
Portanto, ndo ha um consenso entre o tipo de resposta induzida e existéncia ou auséncia de
protecao, e a escolha entre as duas vias (Th1 ou Th2) pode ser menos importante do que se
pensa. Talvez uma vacina que induza uma resposta mista seja uma estratégia mais
desejavel (HOFFMANN e cols., 1999).

A fim de investigar a presencga de anticorpos IgG especificos para as Quimeras A e B
em soros de pacientes de acordo com seu status de resisténcia e susceptibilidade a
infeccao e reinfeccdo pelo S. mansoni, o teste de ELISA foi realizado. Os resultados
mostraram que os niveis de IgG anti-Quimera A e anti-Quimera B foram elevados em todos
0s grupos (exceto no grupo SR), em comparagdo com o grupo nao-infectado (NI). Ambas as
quimeras foram preferencialmente reconhecidas por individuos resistentes a reinfecgéo
versus susceptiveis a reinfec¢ao, e ainda induziram niveis de IgG estatisticamente maiores
do que Sm29 no mesmo grupo (RR). A Quimera B ainda foi mais reconhecida que a
SmTSP-2 neste grupo. Em seu trabalho com a proteina recombinante Sm29, Cardoso e
cols. (2006) observaram que esta proteina foi preferencialmente reconhecida por anticorpos
de individuos naturalmente resistentes em comparacéo com individuos infectados. Ja Tran e
cols. (2006) fizeram os estudos avaliando o reconhecimento da SmTSP-2 por IgG1 e 1gG3,
cujos niveis foram estatisticamente maiores nos soros de pacientes NR quando
confrontados com pacientes cronicamente infectados e individuos nao infectados. O
antigeno Sm23, na forma de peptideos, também foi estudado quanto a seu reconhecimento
em soro de pacientes residentes em areas endémicas, e IgG3 foi o principal isotipo
encontrado no reconhecimento por pacientes resistentes a infecgdo, ao passo que a Sm14
foi preferencialmente reconhecida por IgG1 destes pacientes (AL-SHERBINY e cols., 2003)
Considerando que IgG1 e IgG3 s&o anticorpos efetores relacionados a opsonizagao,
citotoxicidade celular e ativacdo da via classica do complemento, o reconhecimento de
antigenos por estes isotipos em pacientes resistentes a infecgao e reinfeccdo € importante

para se avaliar seu potencial como candidato vacinal.
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Varios argumentos demonstram a viabilidade de desenvolvimento de uma vacina
contra a esquistossomose. Primeiro, o uso de cercarias irradiadas e de antigenos
recombinantes como Sm29 e SmTSP-2 mostram uma protecédo significante em modelos
experimentais (CARDOSO e cols.,, 2008; TRAN e cols., 2006; WYNN e cols., 1995);
segundo, alguns individuos moradores de areas endémicas adquirem resisténcia natural
contra a esquistossomose (CORREA-OLIVEIRA e cols., 2000); e em terceiro, vacinas
recombinantes de uso veterinario contra Echinococcus granulosus e Taenia ovis tém sido
usadas com sucesso (DALTON e MULCAHY, 2001). Aliado a viabilidade de se desenvolver
uma vacina anti-esquistossomatica eficiente, a idéia de se associar proteinas recombinantes
em formas quiméricas, ampliando a chance de uma resposta imunolégica mais efetiva,
constitui uma abordagem que pode tornar possivel tal vacina. Neste contexto, a Quimera B
mostrou resultados mais promissores quando analisados os ensaios de protecao e perfil
imunoldégico induzido, no entanto, mais estudos precisam ser realizados para avaliar o papel

protetor das quimeras estudadas neste trabalho.

6 CONCLUSOES

As quimeras das proteinas Sm29 e SmTSP-2, Quimera A e Quimera B, foram
expressas e purificadas, sendo possivel produzir quantidades suficientes para realizacéo
dos experimentos in vivo e in vitro. A Quimera B foi melhor reconhecida por anticorpos 1gG
nos soros de pacientes esquistossomaéticos, sendo preferencialmente reconhecida por
individuos resistentes a reinfeccdo em relacdo a individuos susceptiveis. A por¢ao C-
terminal da Sm29, presente na Quimera B, foi capaz de induzir a produgdo de niveis
elevados de IgG e IgG2a em camundongos C57BL/6, quando comparado a Quimera A.

Condizente com os dados da resposta humoral em humanos e animais, a prote¢ao avaliada
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em modelo murino também foi maior em animais imunizados com a Quimera B, resultando
em 34,8% de redugéo da carga parasitaria. Diante destes resultados, € possivel afirmar que
a Quimera B e, por sua vez, a por¢cao C-terminal da Sm29, é a forma mais imunogénica da
associacao entre Sm29 e SmTSP-2, e portanto essa molécula tem um potencial para

compor uma vacina anti-esquistossomaotica.

7 PERSPECTIVAS

Mais experimentos devem ser realizados para investigar de forma mais aprofundada
o papel protetor das quimeras A e B. Para tal, sera necessaria a avaliagao histopatoldgica
do figado dos animais imunizados com estas quimeras a fim de verificar se houve e quanto
foi a redugcdo do numero e area dos granulomas e da area de fibrose neste érgdo. Além
disso, é necessario avaliar a resposta celular induzida pela imunizacdo com as Quimeras A
e B. E apds a realizacdo destes estudos, mais um experimento de vacinagao deve ser

realizado para confirmar os dados encontrados e para a submissao do artigo cientifico.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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