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ASPECTOS IMUNOLOGICOS DO SISTEMA ENZIMATICO FENOLOXIDASE DE
SCHISTOSOMA MANSONI

Jodo Tadeu RIBEIRO-PAES (1), Paulo Inicio da COSTA (1), Duarte da SILVA (1), Léo Roberto BARTH (2) &
Vanderlei RODRIGUES (1)

RESUMO

O sistema enzimdtico fenoloxidase (EC 1.10.3.1, EC 1.10.3.2) est4 amplamente distribuido entre
os seres vivos, tendo sido descrito em diferentes espécies do reino animal e vegetal. Apesar de
desempenhar um papel fundamental na formagio da cipsula ou parede dos ovos de trematddeos, o
sistema enzimitico fenoloxidase (PO) tem sido pouco estudado nesses organismos. No presente
trabalho sdo apresentados os resultados iniciais de imunizag3es de coelhos contra PO de fémeas
adultas de S. mansoni e tirosinase de cogumelo (Sigma). As anélises imunolégicas, realizadas através
de imunodifusio dupla (teste de Ouchterlony) e imunoeletroforese, revelaram identidade imunitaria
parcial entre a PO de machos e fémeas. Nio se observou reagio cruzada entre os antissoros de coelhos
imunizados contra PO e aqueles com tirosinase, indicando que, embora os sitios cataliticos de ambas
as enzimas devam ser semelhantes, j4 que atuam sobre os mesmos substratos, os determinantes
antigénicos devem ser diferentes. Os resultados descritos no presente trabalho representam um
primeiro passo no sentido da purificagio das isoenzimas da fenoloxidase e sua posterior utilizagio ao
estudo dos mecanismos moleculares envolvidos na esclerotizagio da parede dos ovos de S. mansoni.

UNITERMOS: Schistosoma mansoni; Fenoloxidase; Parede dos ovos.

INTRODUCAO

O principal aspecto na patogénese da esquis-
tossomose mansbnica estd relacionado & retengio, a
nivel da microcirculagio hepatica, dos ovos eliminados
pelo parasita, o que determina uma reagfio inflamatéria
granulomatosa, que ¢ substituida por tecido fibroso re-
sidual, estabelecendo-se, como conseqiiéncia, hiperten-
sdo portal e os eventos que decorrem dessa condigio
patolégica 2, 29, 32, 36, 39.

Classicamente tem sido aceito que a inflamagio
granulomatosa é conseqiiéncia da hipersensibilidade

tardia, mediada por células T(CD4+), dirigida contra os
chamados antigenos soliveis dos ovos '* %, Trabalhos
recentes, no entanto, tém mostrado que o granuloma é
resultante de uma imbricada e interdependente rede de
respostas contra os antigenos dos ovos, onde tomam
parte diversos tipos celulares e seus produtos de sintese
e secregio '+ 102731

Os ovos, agente primiric na patogénese da es-
quistossomose, siio protegidos do ambiente, assim como
do hospedeiro vertebrado, por uma rigida parede ou

(1) Depto. de Parasitologia, Microbiologia e Imunologia - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto - Universidade de Sio Paulo.
(2) Depto. de Pediatria - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto - Univ. de Sio Paulo.
Endereqo para correspondéncia: Dr. Vanderlei Rodrigues - Depto. de Parasitologia, Microbiologia e Imunologia - Faculdade de Medicina de Ribeirdo

Preto, 14049-900 Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, SP, Brasil.

395



RIBEIRO-PAES, J. T.; COSTA, P. L da; SILVA, D. da; BARTH, L. R. & RODRIGUES, V. - Aspectos imunoldgicos do sistema enzimético fenoloxidase

de Schistosoma mansoni.

Rev. Inst. Med. trop. S. Paulo, 36 (5):395-402, 1994.

casca protetora. Atualmente, aceita-se de forma con-
sensual que a rigidez da parede seja resultante de um
processo de polimerizagio de proteinas precursoras de-
nominado esclerotizagfio ou tanizagio de quinonas. Tal
processo envolveria a oxidagiio dos residuos de tirosina,
presentes em grande quantidade nas proteinas precurso-
ras * 2. As moléculas de DOPA resultantes seriam, por
agiio do sistema enzimdtico fenoloxidase, oxidadas a
quinonas, que em sendo altamente instiveis atrairiam
grupos nucleofilicos, levando i formagio de ligagdes
cruzadas com proteinas e outros polimeros 7% 3, Assim,
como outras estruturas resultantes desse processo, os
ovos de trematodeos sio extremamente resistentes ao
tratamento quimico. Uma vez endurecidas, as proteinas
da cipsula tornam-se insoltveis em detergentes ¢ acidos
concentrados .

O sistema enzimético fenoloxidase (PO) estd am-
plamente distribuido entre os seres vivos, tendo sido
descrito em fungos, helmintos, crusticeos e, princi-
palmente, insetos > 3 % 1% 2L 3% 34 Fm ingetos as
fenoloxidases foram divididas em dois subtipos, mais
comumente designadas como tirosinase (EC 1.10.3.1) ¢
lacases (EC 1.10.3.2). Muito embora se atribua & PO um
papel fundamental na formagio da cipsula dos ovos de
trematédeos '* ¢ 17 os aspectos fisico-quimicos e
bioquimicos desse sistema enzimitico tém sido pouco
estudados nesses organismos. Os trabalhos realizados
com técnicas histoquimicas nas décadas de 40 e 50,
sobretudo em Fasciola hepatica, permitiram estabelecer
uma relagdio consistente entre as fenoloxidases e o pro-
cesso de esclerotizagio dos ovos. Os resultados desses
trabalhos foram, em 1959, criticamente revisados por
SMYTH & CLEGG *, um classico sobre o assunto. No
género Schistosoma os estudos sobre o sistema PO resu-
mem-se a algumas andlises nas quais, a partir de técnicas
manométricas e histoquimicas, estabeleceu-se a afinida-
de da enzima para alguns substratos fenolicos e que sua
ocorréncia estaria restrita s glindulas vitelinicas das
f’e‘meas 3, 24, 25, 26.

O avango no conhecimento acerca dos mecanismos
moleculares envolvidos na formagio da casca dos ovos,
aliado a um melhor entendimento sobre a quimica das
ligagdes cruzadas e dos aspectos fisico-quimicos e imu-
nolégicos do sistema PO, encerra grande importincia
prética, na medida em que podem fundamentar a elabo-
ragio de novas estratégias no combate 4 esquistos-
somose.

No presente trabalho sdo apresentados os resultados
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parciais da caracterizagio eletroforética e imunoquimica
do sistema PO, o que representa um ponto de partida
para obtengdo da(s) enzima(s) purificada(s) e sua poste-
rior utilizagio em estudos voltados para o processo de
esclerotizagio da parede dos ovos do Schistosoma
mansoni.

MATERIAL E METODOS

Parasita e manutengdo do parasita. Foi utilizada, neste
trabaltho, a cepa LE de Schistosoma mansoni, provenien-
te de Belo Horizonte ¢ mantida no Departamento de
Parasitologia, Microbiologia e Imunologia, desta Facul-
dade, através de passagens seriadas em caramujos da
espécie Biomphalaria glabrata (cepas Ineru e BH) e em
camundongos Swiss. Cada camundongo era inoculado,
por via subcutinea, com 200 cercirias. Os vermes adul-
tos eram recuperados através da perfuso portal, realiza-
da 6 semanas apds a inoculagio das cercarias, conforme
a técnica descrita por SMITHERS & TERRY (1965) .
Para obtengdio de infecgSes unissexuais (vermes imatu-
ros), os camundongos eram expostos a cercirias obtidas
de Biomphalaria infectados com um tnico miracidio.

Preparagio das amostras. Os vermes eram suspensos na
presenga de tampdo fosfato de sédio 0,1 M, pH 6,8 (1:1,
w/v) e homogeneizados em Potter. Centrifugados a
3.000g durante 20 minutos. O sobrenadante era usado
como fonte de enzimas. Para efeito comparativo, algu-
mas extragdes foram realizadas em tampdo fosfato con-
tendo Triton 5%. Todos os procedimentos de extragio
foram realizados a 4°C.

Detecgiio de fenoloxidase em gel de poliacrilamida. A
separagdo eletroforética foi realizada a 4°C. Voltagem
inicial 50V e corrente 40 mA. Apds entrada das amos-
tras no gel de separagiio aplicava-se voltagem constante
igual a 90V. Como solugio tampio dos eletrodos era
usado Tris 25 mM, glicina 0,12 M, pH 8,3. Apoés ele-
troforese, o gel era lavado em 4gua destilada a 4°C
durante 10 minutos. A incubagio era feita a 30°C, duran-
te 10 minutos, na presenga de 4-metil catecol 25mM (4-
MC-Sigma). Adicionava-se a seguir 3-metil-2-benzo-
tiazolinona hidrazona (MBTH - Sigma) 1,5 mM (con-
centragio final), dissolvido com etanol 25%.

Produg¢ido de anticorpos e testes imunolégicos.
Anticorpos contra fenoloxidase foram produzidos a par-
tir da eletroforese de extratos totais de fémeas adultas.
Apos eletroforese, as regies correspondentes ds 3 ban-
das contiguas de migragdo mais lenta eram seccionadas
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do gel, homogeneizadas em PBS 0,1 M, pH 7,2, concen-
tradas em uma centrifuga Speed Vac, ressuspensas em
3,0 ml de PBS e misturadas em igual volume de
adjuvante completo de Freund (Gibco). Dois coelhos da
raga New Zeland pesando aproximadamente 1.500 g
foram inoculados em 5 sitios (0,5 ml/sitio). Esse proce-
dimento foi repetido por 4 vezes em intervalos constan-
tes de 7 dias. A partir da 5° semana as inoculagGes
passavam a ser realizadas com adjuvante incompleto de
Freund (Gibco). Esse procedimento era, também, repe-
tido durante 4 semanas. Para produgio de anticorpos
contra tirosinase de cogumelo, cada coelho foi inocula-
do, a cada 7 dias, com 125 pg de tirosinase (Sigma),
diluida em PBS 0,1 M, pH 7,2. As inoculagdes foram
realizadas, essencialmente, como descrito acima. O soro
de um coelho nio imunizado foi usado como controle
negativo. As andlises imunolégicas foram realizadas
através do teste de imunodifusio dupla e imuno-
eletroforese. O teste de imunodifusio dupla foi realizado

Fig. 1 - Atividade de fenoloxidase em gel de poliacrilamida para extratos
de fémeas adultas de S. mansoni, obtidos sem (1) e com (2) Triton 5%.
Revelados com 4-MC (25 mM) e MBTH (1,5 mM). Aplicado 0,9mg de

proteina total em cada canaleta.

conforme o método descrito por OUCHTERLONY em
1949 (in CLAUSEN, 1970) % A imunoeletroforese foi
realizada em ldminas de microscopio, conforme descrito
por SCHEIDEGGER (1955) . As condigdes para eletro-
forese adotadas foram: voltagem de 12 V por limina,
tempo de corrida 1,15 horas. Tampio dos eletrodos: Tris
- 0,23 M, glicina - 0,6 M, EDTANa, 7,5 mM, azida
sodica 20 mM, pH 8,6. As liminas foram coradas com
Comassie Blue (0,15%) ou com Azocarmin (0,5%).

Dosagem de proteinas. A anilise quantitativa de prote-
inas foi realizada conforme o método descrito por
HARTREE (1972) ", usando-se concentragdes conheci-
das de albumina diluida em dgua desionizada.

RESULTADOS

O padriio eletroforético obtido para extratos de fg-
meas adultas (Fig. 1) caracterizou-se pela presenga de
um conjunto de 3 bandas contiguas e uma quarta banda
com migragio mais anddica. Tais bandas podiam ser
vistas no gel como regides de cor alaranjada, 2 a 3
minutos apés adigio de MBTH. O 4-MC mostrou ser o
melhor substrato para revelagio do sistema feno-
loxidase. Por outro lado, niio houve alteragio no padrio
de bandas quando a fonte de enzima foi o sobrenadante
apos extragio com Triton, sugerindo auséncia de ativi-
dade ligada & membrana (Fig. 1, canaleta 2).

Os resultados obtidos com a imunodifusdo dupla
(Fig. 2) mostraram que apenas um dos coelhos (C.2)
imunizado com o sistema fenoloxidase do parasita fé-
mea, correspondendo 4s 3 bandas de migragio mais

Fig. 2 - Linhas de imunoprecipitagio formadas a partir de extratos de
fémeas adultas (F) ¢ machos imaturos (U), na presenga de soro anti-PO
(C.2); anti-tirosinase (C.3 e C.4) e controle (C.5).
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lenta (Fig. 1), apresentou uma boa resposta imunitiria
frente ao extratos totais de fémeas, machos adultos e
machos provenientes de infecgdes unissexuais (Fig. 2 e
3). Por outro lado, estes mesmos extratos niio mostraram
reagio imunitiria na presenga do soro de animais imu-
nizados contra tirosinase de cogumelo (Fig. 2 e 4).
Apesar do padrio enzimitico do sistema fenoloxidase
ser diferente entre machos e fémeas (RIBEIRO-PAES,
1993) '¥, determinantes antigénicos comuns aos dois
sexos podem ser constatados através da imunodifusio
realizada com o soro anti-PO de f@meas e extratos totais
de ambos os sexos (Fig. 3).

O padrio de imunoprecipitado obtido nos experi-
mentos de imunoeletroforese (Fig. 5) caracterizou-se
pela presenca de 3 arcos de imunoprecipitagio para
extratos de fémeas e 6 arcos para machos, na presenga
do soro do coelho (C.2) imunizado contra PO de fémeas.
Como observado nos testes de imunodifusio dupla, os
soros dos animais imunizados contra tirosinase de cogu-
melo ndo apresentaram reagdo imunolégica detectivel
aos extratos de machos e fémeas, assim como os soros
dos animais imunizados contra PO niio reagiram com a
tirosinase de cogumelo (Fig. 6), o que sugere auséncia
de identidade imunologica entre essas proteinas.

DISCUSSAO

Como ji descrito na introdugdo deste trabalho,

muito do que hoje se conhece sobre os aspectos
bioquimicos da fenoloxidase advém dos trabalhos rea-
lizados com insetos *. Entre os tremat6deos e, parti-
cularmente, no género Schistosoma hi pouca informa-
¢io disponivel no que se refere aos aspectos cinéticos e
conformacionais desse sistema enzimético. Para
WELLS & CORDINGLEY (1991) ¥, o papel da fenolo-
xidase na formagdo das ligagBes cruzadas tem sido re-
legado como decorréncia da dificuldade para se testar a
agiio desse sistema enzimdtico sobre as proteinas precur-
soras da cipsula dos ovos e pela série de lacunas no
conhecimento dos mecanismos quimicos envolvidos em
tal processo.

Os estudos com a fenoloxidase no género Schis-
tosoma foram realizados, quase que exclusivamente,
através de técnicas histoquimicas, sobretudo nas déca-
das de 40 e 50 *. Esses trabalhos permitiram estabelecer
uma forte correlagio entre a formagio dos ovos em
trematédeos e o sistema PO. Trabalhos posteriores, uti-
lizando técnicas espectrofotométricas e manométricas,
determinaram a especificidade da enzima para alguns
substratos fenolicos '® 2% 2% 26 Taijs estudos, no entanto,
nio avangaram no sentido de uma melhor caracterizagio
bioquimica da fenoloxidase.

O perfil eletroforético para fémeas adultas (Fig. 1),
representa parte de um trabalho mais geral (RIBEIRO-
PAES, 1993) ¥ que define, pela primeira vez, um pa-

Fig.3-Linhas de imunoprecipitagio formadas entre o soro anti-PO (coelho
2 - pogo central) € extratos de fémeas adultas (F), machos adultos (M) e

machos imaturos (U).
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Fig. 4 - Linhas de imunoprecipitagio formadas entre extratos de
fémeas (F) e soro anti-PO (1, 2, 4 e 5) e anti-tirosinase (3 ¢ 6).
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Fig. 5 - Arcos de imunoprecipitagio entre o soro anti-PO (canaleta central) ¢ extratos de fémeas (F) e machos adultos (M)

drio de migracio eletroforética para fenoloxidase em
machos e fémeas adultas de S. mansoni. Os extratos de
machos adultos e imaturos apresentaram um padrio
caracterizado pela presenga de uma banda forte e uma
banda secundéria, com migragdo pouco mais anodica.
As fémeas, por sua vez, como se observa na Figura 1,
apresentaram um padrio mais complexo caracterizado
por um conjunto de trés bandas contiguas e uma quarta
banda com migragio mais anédica. Nio se observou
atividade de fenoloxidase nos extratos de fémeas prove-
nientes de infecgOes unissexuais (imaturas). Esse resul-
tado, no entanto, necessita de confirmagdes adicionais,
uma vez que o estudo do perfil eletroforético para féme-
as imaturas foi comprometido pela dificuldade encontra-
da para obtengdo de infecgBes unissexuais com fémeas.

Os resultados provenientes das andlises eletroforéticas
permitem supor alguma atividade de PO em machos,
dado que vai de encontro a publicages anteriores, nas
quais postula-se que a fenoloxidase nio ocorreria no
exemplar macho de S. mansoni, estando sua ocorréncia
restrita as gldndulas vitelinicas das fémeas * ** %, Afra-
vés das andlises eletroforéticas objetivou-se, na verdade,
dar inicio a um trabalho voltado para obtengio das
diferentes isoenzimas da fenoloxidase em sua forma
pura. Os experimentos de imunizagio de coelhos com a
regiio do gel que se cora para fenoloxidase representa-
ram um segundo passo nesse sentido.

No que se refere s andlises imunologicas pode-se
dizer que elas permitiram estabelecer, num primeiro

Tir o

\___'/"—33&—'

A € —3 anti—Tir
O
¥
of e
h—-«-"”

= anti—P0O

B {

O Tir

Fig. 6 - Arcos de imunoprecipitagdo entre o soro anti-tirosinase (A) e anti-PO (B), contra extratos de fémeas adultas (F) e tirosinase (Tir).
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momento do trabalho, algumas caracteristicas e um
padrio de resposta da proteina, através de dois métodos
de anilise: imunodifusio radial dupla (teste de Ouch-
terlony) e microimunoeletroforese.

As andlises imunoldgicas realizadas através das
técnicas de imunodifusio e imunoeletroforese foram
coerentes entre si, qual seja, através de ambos os méto-
dos ficou evidenciado resposta imunitiria para um dos
coelhos imunizados contra PO (coelho 2) e outro contra
tirosinase de cogumelo (coelho 3). Em ambos os testes
houve formagio de bandas de imunoprecipitado entre o
soro anti-PO, confra extratos de fémeas adultas, machos
adultos e unissexuais (Fig. 2 a 6). Esses resultados
indicam algum tipo de identidade imunitiria entre ma-
chos e fémeas, determinado pelas proteinas que ocupam
a regifo do gel que se cora para PO, a partir de extratos
de fémeas adultas. A possibilidade, mais remota, de que
a resposta seja determinada por alguma outra proteina,
presente nessa regido do gel nio poderia, no entanto, ser
descartada. Tal resultado reforga ainda os achados de-
correntes dos experimentos de eletroforese, onde se
constata a existéncia de alguma atividade de fenolo-
xidase em machos 5.

Através dos testes de imunodifusio e imuno-
eletroforese ndo se detectou reagio cruzada entre os
antissoros do coelho 2 (anti-PO) e tirosinase de cogu-
melo ou vice-versa (Fig. 4 e 6). Evidenciando que,
embora os sitios cataliticos de ambas as enzimas devam
ser semelhantes, pois atuam sobre os mesmos substratos,
os determinantes antigénicos podem ser diferentes.
Nesse contexto, é importante observar que a tirosinase
de cogumelo, cujo método de extragfio e purificagdo
encontra-se padronizado, tem sido usada em experimen-
tos de polimerizagdo in vitro '>*, 0 que representa uma
abordagem vilida, considerando as propriedades ca-
taliticas das enzimas, no entanto, os resultados acima
descritos afastam a possibilidade de purificagio da
fenoloxidase de S. mansoni através do uso de anticorpos
anti-tirosinase como ligantes em cromatografia de afi-
nidade.

Até o presente ndo foram bem estabelecidos alguns
dos aspectos quimicos envolvidos nas ligagSes cruzadas,
assim como nio ha uma prova cabal sobre a participagiio
da fenoloxidase nesse processo. A obtengdo de anti-
corpos contra as isoenzimas da fenoloxidase definem um
ponto de partida para outros projetos de pesquisa, vol-
tados a purificagdo dessas enzimas e sua posterior apli-
cacio para estudos de polimerizagiio in vitro, contri-

400

buindo, dessa forma, para uma melhor compreensio dos
mecanismos moleculares envolvidos na oogénese do S.
mansoni, além da possibilidade do emprego, através de
modelos experimentais in vivo, dos anticorpos contra as
proteinas purificadas, como agentes supressores na for-
magiio da parede dos ovos desse importante grupo de
parasitas humanos.

SUMMARY

Immunological Aspects of the Phenol Oxidase
Enzymatic System of Schistosoma mansoni

The phenol oxidase enzymatic system (EC
1.10.3.1, EC 1.10.3.2) is widespread in different species
of the animal and vegetal kingdom. Despite its impor-
tance in the eggshell formation of the trematodes phenol
oxidase (PO) has been little studied in these organisms,
mainly in S. mansoni. This report presents the initial
results concerning the immunization of rabbits with PO
of S. mansoni and mushroom tyrosinase. The immuno-
logical analysis done by means of double immu-
nodifusion (Ouchterlony) and immunoelectrophoresis
techniques revealed some immunological identity be-
tween the PO of males and females. It was not seen cross
reaction between the antisera against PO and tyrosinase,
what suggests that the antigenic determinants of both
enzymes are different in spite of their catalytic sites
being similar, since they act over the same substrate. The
results reported here represent a first step in way to
obtain the PO isoenzymes in their pure form and should
open new insights for further studies on the molecular
mechanisms involved in the sclerotization process of the
S. mansoni eggshell.
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