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RESUMO 

A alta prevalência de esquistossomose crônica em gestantes, bem como em mulheres em 

idade fértil, tem sido amplamente relatada. Esta condição materna é capaz de alterar a 

resposta imune do descendente em longo prazo. O presente estudo teve o objetivo de avaliar o 

efeito in vitro do leite materno de mães infectadas pelo Schistosoma mansoni em esplenócitos 

e caracterizar os peptídeos encontrados nesse leite. Para isso, camundongos fêmeas infectadas 

ou não, tiveram seu leite coletado no 12º dia após o parto. Os esplenócitos jovens (15 dias) e 

maduros (6 semanas) foram cultivados com o Leite de Mães Infectadas (LMI) e com Leite de 

Mães Não Infectadas (LMNI) na presença de estimulador policlonal. Além disso, foram 

utilizados controles experimentais: Células pulsadas na ausência (BASAL) e apenas com 

estimulador policlonal (MITÓGENO) e células cultivadas com LMNI adicionado de 

antígenos solúveis dos ovos do S.mansoni (LMNI+SEA). Posteriormente, os ensaios de 

citometria de fluxo foram realizados para dupla marcação: Linfócitos T (CD3+ ou CD4+) 

marcados com CD28, CD154, CTLA4, IL-10 ou FoxP3. Além disso, foram analisadas a 

expressão de CD80, CD86 e CD40 na superfície de Macrófagos (CD14) e Linfócitos B 

(CD45R), e ainda a expressão de IL-10 por esse último. Para a análise dos peptídeos presentes 

no leite materno, um gel unidimensional foi confeccionado e as bandas obtidas no LMI, 

LMNI+SEA e LMNI foram processados para análise por espectometria de massa. Além disso, 

foram realizadas análises de antígenos parasitários: SEA e SWAP (antígeno solúvel do verme 

adulto). Esplenócitos jovens pulsados apenas com o mitógeno apresentaram maior frequência 

de células CD3+CD28+ e CD45R+IL10+. A adição de LMNI manteve aumento CD3+CD28+ 

e levou a menor frequência de Tregs, com aumento na expressão de células CD45R+CD40+. 

Ao ser introduzido o SEA (LMNI+SEA) foi identificada uma menor frequência de células 

CD3+CD28+ e aumento na expressão de IL-10. O LMI proporcionou menor frequência de 

linfócitos CTLA4+ e FoxP3+, porém com produção de IL-10 e maior frequência de 

CD45R+/CD80+. Para os esplenócitos maduros, o LMNI e LMI levaram à menor frequência 

de células CD3+/CD28+ e maior CD3+/CTLA4+, respectivamente, com aumento sustentado 

de Treg. Contudo, o LMI diminui a presença de células B IL-10+. A adição do SEA ao LMNI 

manteve a diminuição de células CD3+CD28+, mas aumentou a frequência de células 

CD3+/CD154+. O leite de mães esquistossomóticas apresentou peptídeos relacionados à 

presença do S. mansoni e com variabilidade de função. Destacamos a natureza 

imunomodulatória dos peptídios aqui identificados (Interleucina 17F, Glutationa s 

Transferase) que podem atuar na imunidade, seja para antígenos do parasita ou heterólogos, 

no descendente previamente amamentado. Estes achados enfatizam o caráter dicotômico do 

leite materno: estimulador em células jovens e tolerogênico em células maduras. Esses 

achados são relevantes em áreas endêmicas para esquistossomose e reiteram a importância da 

identificação e caracterização de antígenos parasitários, bem como, uma avaliação do seu 

papel na interação parasito-hospedeiro no incio da vida. 

 

Palavras-chave: Esquistossomose. Leite humano. Imunidade celular. Peptídeos.



ABSTRACT 

The high prevalence of chronic schistosomiasis in pregnant women and women of 

childbearing age has been widely reported. Breastfeeding by mothers with schistosomiasis is 

capable of altering the long term immune response of offspring. The aim of this study was to 

undertake an in vitro analysis of the effect of breast milk of mothers with schistosomiasis on 

young and mature splenocytes and characterize the proteomics in this milk. The milk of 

female mice infected with Schistosoma mansoni and non-infected female mice was collected 

on the 12th day postpartum. Young (15 days) and mature (6 weeks) splenocytes were 

cultivated (24hs) with mitogen (CONTROL), added to the Milk of Infected Mothers (MIM), 

Milk of Non-Infected Mothers (MNIM) or Milk of Non-Infected Mothers with the addition of 

soluble egg antigens of parasites  (MNIM+SEA), as well as those without in vitro stimulus 

(BASAL). Double cell labeling was performed for flow cytometry: T Lymphocytes (CD3+ or 

CD4+) marked with CD28, CD154, CTLA4, IL-10 or FoxP3; Macrophages (CD14) and B 

Lymphocytes (CD45R) marked with CD80, CD86 or CD40 on the surface and the expression 

of IL-10 by CD45R+ cells. For analysis of proteomics a one-dimensional gel was made and 

the bands obtained from MIM, MNIM, MNIM + SEA, were processed for analysis by mass 

spectrometry. Additionally, the parasite antigens SEA and SWAP (soluble adult worm 

antigen preparation) were included in the analysis. Young splenocytes pulsed only with 

mitogen had the greatest CD3+CD28+ and CD45R+IL10+ cell frequency. The addition of 

MNIM maintained an increase of CD3+CD28+ and produced the lowest frequency of Tregs, 

with an increase in the expression of CD45R+CD40+ cells. The introduction of SEA 

(MNIM+SEA) resulted in reduced CD3+CD28+ cell frequency and increased IL-10 

expression. MIM resulted in reduced CTLA4+ and FoxP3+ lymphocyte frequency, although 

there was some IL-10 production and greater CD45R+/CD80+ frequency. MNIM and MIM 

resulted in the lowest frequency of CD3+/CD28+ and CD3+/CTLA4+ cell frequency, 

respectively, for mature splenocytes,  with a sustained increase of Treg. However, MIM 

reduced the presence of B IL-10+ cells. The addition of SEA to MNIM maintained a 

reduction in CD3+CD28+ cells, but increased the frequency of CD3+/CD154+ cells. The 

breast milk of mothers with schistosomiasis presented peptides related to the presence of S. 

mansoni and variability of function. The immunomodulatory nature of the peptides identified 

in the present study (Interleukin 17F, Glutathione-S-Transferase) should be noted, as these 

can act in the immune process of breastfed offspring, whether for parasite antigens or 

heterologous antigens. These findings emphasized the dichotomous character of breast milk, 

which functions as a stimulator in young cells and is tolerogenic in mature cells, yet is capable 

of improving LB activation. These findings are relevant for areas in which schistosomiasis is 

endemic and emphasize the importance of the identification and characterization of parasite 

antigens and the evaluation of their role in parasite-host interaction in the early stages of life, 

in order to obtain a better understanding of immunoregulatory events. 

 

Keywords: Schistosomiasis. Human milk. Cellular immunity. Peptides. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A alta prevalência de esquistossomose crônica em gestantes, bem como mulheres em 

idade fértil, tem sido amplamente relatada (FRIEDMAN et al., 2007, SALAWU; ODAIBO., 

2013). No Brasil, o único agente etiológico é o Schistosoma mansoni (FONSECA et al., 2014) 

que induz uma doença de curso crônico marcada por reação granulomatosa e fibrótica, ao 

redor dos ovos do parasito presos no fígado e intestino, e ocorrência de imunomodulação 

dependente de linfócito Th2 (IL4, IL5, IL10, IL13) e células T regulatórias (Tregs) (IL10, 

TGF-β) (GRYSSELS, 2012; BARSOUM et al., 2013; SCHEER et al., 2014). A infecção 

esquistossomótica materna foi capaz de alterar resposta imune do descendente ao longo prazo 

(EISSA et al. 1999; NOURELDIN et al. 1998; MALHOTRA et al. 1999; COLLEY et al. 

1999; ATTALLAH et al. 2006; OTHMAN et al. 2010; SANTOS et al. 2010, 2014). Dentre 

estes estudos, experimentalmente, foi relacionado o efeito da gestação separada da 

amamentação, na reposta imune para o antígeno heterólogo - ovalbumina (OVA) (SANTOS 

et al. 2010, 2014, SALES et al., 2011). Foi observado que os descendentes adultos, 

previamente amamentados em mães infectadas, apresentaram uma potencialização da 

produção de anticorpos anti-OVA (SANTOS et al, 2010) e uma melhora na habilidade de 

apresentação antigênica dos Linfócitos B (SANTOS et al, 2014). Contudo, pouco é sabido 

sobre o efeito direto do leite materno de mães esquistossomóticas em células de ativação do 

sistema imune e sua, conseqüente, função imunomodulatória.  

A funcionalidade das células apresentadoras de antígenos (APC’s) é adquirida com a 

idade e seu status de maturação influencia diretamente na sua capacidade de apresentação 

antigênica e nos seus efeitos estimulatórios (ADKINS; LECLERC; CLARKE., 2004, 

WILLEMS et al., 2009;  JIANG et al., 2009; DOWLING; LEVY., 2014). É sabido que a 

expressão de moléculas de membrana dos linfócitos T e os sinais intracelulares por elas 

elicitados configuram diferentes padrões de ativação da resposta imune. O CD28 e o CTLA-4 

induzem sinais estimulador e inibitório, respectivamente, quando ligados às moléculas CD80 

(B7.1) ou CD86 (B7.2) nas APC’s (linfócitos B, macrófagos e células dendríticas) 

(OLIVEIRA et al., 2009, RIHA e RUDD, 2010; BOUR-JORDAN et al., 2011). Enquanto a 

molécula CD154 interage com o CD40, presente na superfície das APC’s, a fim de engatilhar 

as funções efetoras da imunidade mediada por células com melhora da captura e apresentação 

antigênica (MACDONALD et al., 2002; JENKINS et al., 2008; MA AND CLARK, 2009, 
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SHIPKOVA; WIELAND, 2012; HUANG et al., 2013). Dessa forma, a frequência desses 

marcadores na superfície dos linfócitos T e APC’s podem influenciar no perfil da resposta 

imune induzido. Outro perfil imunológico importante é a produção de IL-10 pelos linfócitos T 

e B, bem como a expansão clonal dos linfócitos T regulatórios, onde já é estabelecida sua 

importância na manutenção da tolerância e sua atuação durante a infecção pelo S.mansoni 

(HESSE et al., 2004; BAUMGART et al., 2006; MBOW et al., 2013). 

O leite materno humano apresenta fatores solúveis, dentre eles, proteínas, gorduras, 

carboidratos, minerais, eletrólitos, vitaminas e água (KENT et al., 2007). Além disso, possui 

compostos bioativos que são importantes como precursores da imunidade do recém-nascido 

(WEINER, 2001; BLEWETT et al., 2008, BALLARD; MORROW., 2013) e auxiliam na 

maturação das células do sistema imune (MALANCHÈRE et al., 1997; BALLARD; 

MORROW., 2013). Apesar de vários estudos relacionarem as proteínas presentes no leite 

materno (caseínas, imunoglobulinas, α- lactoalbumina, lactoferrina e soroalbumina), muitas 

questões relativas à expressão, estrutura e modificações desses peptídeos permanecem pouco 

esclarecidas (O’DONNELLA et al., 2004). 

Em relação ao leite de mães esquistossomóticas, é sabido do seu potencial em alterar o 

grau de competência imune dos seus descendentes devido à presença de antígenos parasitários 

ou de anticorpos anti-parasito (THOMAS; HARN, 2005; BHARGAVA et al., 2012). De fato, 

Colley et al., 1999, observaram que camundongos que receberam, no período de 

amamentação, anticorpo específico para os antígenos solúveis dos ovos de Schistosoma 

(SEA) e foram, na vida adulta, infectados, apresentaram um incremento na produção de 

anticorpos anti-SEA. Outros autores destacam a presença de carboidratos na superfície dos 

ovos do Schistosoma, com ênfase para o pentassacarídeo Lacto-N-Fucopentose III (LNFPIII) 

que também está presente no leite materno humano e que apresenta capacidade 

imunomodulatória (THOMAS; HARN, 2004). Outros autores observaram ainda a melhora da 

apresentação antigênica dos Linfócitos B em animais amamentados em mães 

esquistossomóticas (SANTOS et al., 2014). Apesar de essa capacidade estimulatória ter sido 

anteriormente descrita, os constituintes proteicos presentes nesse leite permanecem não 

elucidados. 

Nas últimas duas décadas, a proteômica tem se tornado uma ferramenta fundamental 

para a caracterização proteica e para a descoberta de biomarcadores. Essa técnica tem sido 

utilizada para identificação de proteínas do Schistosoma oriundas de amostras complexas 
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(CHENG et al., 2005; CURWEN et al., 2004; VAN HELLEMOND et al., 2007). Entre elas, 

proteínas expressas em diferentes fases do ciclo de vida do parasito (CURWEN et al., 2004), 

bem como, aquelas expressas de acordo com o gênero (CHENG et al., 2005) e no tegumento 

do helminto (CURWEN et al., 2006; KNUDSEN et al., 2005; PEREZ-SANCHEZ et al., 

2006). Devido ao papel do SEA na regulação de citocinas e na subsequente imunopatologia 

da esquistossomose, a identificação desses componentes é de considerável interesse. Estudos 

anteriores demonstram que o SEA é composto por centenas de proteínas e glicoconjugados, 

aproximadamente 30 elementos, que variam em seu peso molecular (10 a 200 kDa) e incluem 

aqueles que são secretados ativamente pelos ovos ou os produtos de sua desintegração 

(STEINFELDER et al., 2009). No entanto, a descrição de componetes do S.mansoni no leite 

de camundongos infectados e a correlação de seu efeito imunomodulador sob células de 

ativação do sistema imune permanece não esclarecida. 

Portanto, nesse estudo avaliamos em esplenócitos, jovens e maduros, cultivados com 

Leite de camundongos Infectados pelo S.mansoni e Leite de Mães Não Infectadas adicionado 

ou não de Antígeno Solúvel dos Ovos quanto ao status de ativação dos Linfócitos T 

(CD3+/CD28, CD154+ ou CTLA-4; CD4+/IL10+ e FoxP3+) e de células apresentadoras de 

antígenos (CD45R+ e CD14+/CD80,CD86 ou CD40; CD45R+/IL10+).  Além disso, 

realizamos a análise dos peptídeos do leite materno de camungongos infectadas ou não, bem 

como de antígenos solúveis dos ovos e vermes.  

Este estudo tornar-se-á relevante para a comunidade científica no aspecto 

imunológico, bem como na saúde pública da relação hospedeiro-parasito. Os resultados 

encontrados poderão fornecer melhor entendimento e uma revisão do impacto que o leite 

materno de mães parasitadas provoca na resposta imune de indivíduos de área endêmica.  
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 A ESQUISTOSSOMOSE 

 

A esquistossomose está classificada entre as enfermidades tropicais negligenciadas e é 

considerada como a segunda doença parasitária mais importante, constituindo um dos 

principais problemas de saúde pública mundial (BRASIL., 2013; ENGELS et al., 2002). 

Existem cinco espécies capazes de parasitar o ser humano, que são o Schistosoma 

haematobium, Schistosoma mansoni, Schistosoma japonicum, Schistosoma mekongi e 

Schistosoma intercalatum, sendo os três primeiros os mais difundidos pelo mundo 

(GRYSEELS et al., 2006). 

Estatísticas globais demonstram que aproximadamente 200-250 milhões de indivíduos 

estão infectados por alguma das espécies do gênero Schistosoma e, destes, 120 milhões 

apresentam os sintomas clínicos e 20 milhões a doença grave. Esta helmintíase é endêmica em 

78 países e em média 600 - 780 milhões de indivíduos estão sob risco de adquirir a infecção, 

sendo a maioria crianças (STEINMANN et al., 2006; TALLIMA et al., 2009; UTZINGER et 

al., 2010; ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE SAÚDE, 2013, 2014 ). 

A única espécie que causa a doença no Brasil é o S.mansoni (NEVES et al., 2007; 

BRASIL., 2013) e sua transmissão ocorre em uma vasta área endêmica que está localizada 

principalmente na região Nordeste e Sudeste. No entanto, focos isolados têm sido 

identificados em vários estados brasileiros e casos da doença descritos em todo país 

(PEREIRA et al., 2010). Pernambuco é um dos estados que exibem uma das mais altas taxas 

de prevalência, ocupando o 3° lugar na Região Nordeste (COURA; AMARAL, 2004, SILVA; 

DOMINGUES, 2011) e onde tem sido verificada uma mudança no perfil epidemiológico da 

esquistossomose. Além da infecção persistente em muitos municípios rurais da zona da mata, 

os locais de transmissão e os casos de infecção aguda têm sido verificados na zona costeira, 

especialmente em localidade de praias turísticas (PEREIRA et al., 2010, BARBOSA et al., 

2014). 

O ciclo biológico do S. mansoni é do tipo heteroxênico. O homem é o hospedeiro 

vertebrado definitivo onde ocorre a fase sexuada do ciclo, no qual os vermes adultos são 

encontrados acasalados em cópula no sistema porta hepático. Centenas de ovos são postos 
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diariamente por cada fêmea e nas veias mesentéricas inferiores, a maioria atravessa a parede 

intestinal, sendo encontrados ao longo do intestino e eliminados nas fezes. Em contato com a 

água e notavelmente influenciados pela temperatura, esses ovos eclodem e liberam os 

miracídios, que infectam os caramujos do gênero Biomphalaria (hospedeiros intermediários), 

transformam-se em esporocistos que assexuadamente dão origem a numerosas larvas (as 

cercárias). Devido à alta motilidade, as cercárias penetram através da pele do hospedeiro 

definitivo, perdem a cauda e adquirem a forma de esquistossômulos (verme imaturos) que 

migram pelo tecido cutâneo, ganham o sistema sangüíneo ou linfático e chegam aos pulmões. 

Posteriormente, migram para o sistema porta hepático e dentro de 28 a 30 dias após a 

penetração tornam-se vermes adultos e copulam, reiniciando o ciclo (BATISTA, et al., 2001; 

BLANCHARD, 2004; SCHRAMM; HAAS, 2010). 

Duas condições clínicas principais podem ser observadas – a esquistossomose aguda e 

crônica (CALDAS et al., 2008). A fase aguda da doença é na maioria das vezes assintomática, 

principalmente nos indivíduos de áreas endêmicas. Porém, algumas espécies do gênero 

Schistosoma podem produzir uma forma aguda da doença conhecida como dermatite 

cercariana e síndrome de Katayama (BLANCHARD, 2004).  

A dermatite cercariana é uma reação de hipersensibilidade mediada por anticorpos IgE 

e direcionada contra a penetração das cercarias no hospedeiro recém infectado. É 

caracterizada por um quadro clínico de dermatite urticariforme, com erupção papular, eritema, 

edema e prurido que se manifesta algumas horas após o contato e pode persistir por vários 

dias. A síndrome de Katayama também ocorre nos pacientes recém-infectados e consiste em 

reação de hipersensibilidade mediada por imunocomplexos em resposta à migração dos 

esquistossômulos e ao início da deposição dos ovos e é caracterizada por uma forte reação 

febril, freqüentemente associada à urticária e eosinofilia (PEARCE, 2002; BLANCHARD, 

2004; GRYSEELS et al., 2006; BURKE et al., 2009). 

Em áreas endêmicas, muitos indivíduos infectados pelo S. mansoni apresentam a 

doença crônica e assintomática (CALDAS et al., 2008), as complicações são eventos 

relativamente incomuns em humanos, só afetando aproximadamente 10% dos indivíduos 

infectados (BLANCHARD, 2004). Baseados nos critérios clínicos, os pacientes podem ser 

classificados como portadores de esquistossomose intestinal, hepatointestinal ou 

hepatoesplênica (ANDRADE, 2004). A esquistossomose gastrointestinal é caracterizada por 

desconforto e dor abdominal, perda de apetite e diarréia que usualmente apresenta sangue 

oculto. Esses sintomas são causados pela resposta granulomatosa aos ovos, na mucosa 
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intestinal, que leva a formação de pseudopólipos, microulcerações e sangramentos 

superficiais (KING, 2001; ROSS et al., 2002). 

O evento patogênico mais significante da fase crônica é o granuloma, o qual é 

caracterizado por uma reação inflamatória e fibrótica que pode ser desenvolvida nos tecidos 

hepáticos e intestinais em decorrência do acúmulo dos ovos liberados pelas fêmeas 

(BLANCHARD, 2004). O fígado é o principal órgão afetado e a fibrose, decorrente da 

deposição de colágenos e de outros componentes da matriz extracelular, pode evoluir para 

fibrose periportal e oclusão progressiva dos ramos intra-hepáticos, com hipertensão portal, 

varizes gastroesofágicas, hiperesplenismo e episódios de hemorragia digestiva alta (HAGAN 

et al., 1998; GRYSEELS et al., 2006; BURKE et al., 2009). 

 

2.2 RESPOSTA IMUNE ADAPTATIVA E A ESQUISTOSSOMOSE 

 

Durante o processo de ativação da resposta imune, a diferenciação dos linfócitos T 

CD4
+
 virgens em células efetoras (Th1, Th2 ou Th17) é influenciado pela apresentação 

antigência, especialmente pelas Células Dendríticas (DC’s) e macrófagos (AKKOC et al., 

2008; MOSER; LEO, 2010; REINER, 2007; REINHARDT et al., 2006). As APC’s 

reconhecem os patógenos e regulam positivamente as moléculas do complexo principal de 

histocompatibilidade (MHC - Major Histocompatibility Complex) e as moléculas co-

estimulatórias. Posteriormente, migram para os linfonodos, interagem com as células T 

patógeno-específica e secretam citocinas apropriadas. A transdução dos sinais através da 

ativação dos receptores de células T (TCR), o estabelecimento do segundo sinal mediado por 

moléculas co-estimulatórias e os tipos de citocinas produzidas pelas APC’s, determinam a 

diferenciação das células efetoras (MACAGNO et al., 2007; GEGINAT et al., 2013). 

Para que ocorra a ativação dos Linfócitos T, após o reconhecimento do peptídeo pelo 

TCR, há necessidade de um segundo sinal que é mediado pela interação de moléculas co-

estimulatórias, presentes na superfície das células T e das APC’s e os sinais intracelulares por 

elas elicitados que configuram diferentes status de ativação da resposta imune.  

O CD28 é uma das moléculas mais importantes que estão envolvidas no 

desencadeamento da resposta imune e é expresso constitutivamente na superfície dos 

Linfócitos T naive ou ativados. A sua ligação aos receptores B7.1 e B7.2 (CD80 e CD86), 

presentes na superfície das APC’s, resulta em um potente sinal co-estimulatório que favorece 

a transcrição da IL-2, expressão de CD25 e entrada no ciclo celular (CHATENOUD, L.; 
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SALOMON, B.; BLUESTONE, J.A., 2001).  O bloqueio da sinalização do CD28 resulta em 

ineficiente ativação, demonstrando seu papel fundamental para emissão de sinais críticos de 

sobrevivência das células T via aumento na expressão de fatores anti-apoptóticos Bcl-X 

(BOISE et al., 1995; BOUR-JORDAN et al., 2011; CARRENO  E COLLINS., 2002; 

OLIVEIRA et al., 2009; RIHA AND RUDD, 2010). Diante disso, o bloqueio da sinalização 

do CD28 apresenta relevante implicação terapêutica na preveção de doenças autoimunes 

(CHATENOUD, L.; SALOMON, B.; BLUESTONE, J.A., 2001).   

Outro ligante importante na indução da resposta imunológica é o CTLA-4 que divide 

30% de homogeneidade com o CD28 e apresenta maior afinidade aos ligantes B7, contudo, 

desempenha função distinta. O CTLA-4 é identificado apenas em células ativadas e 

amplamente regulado, devido suas funções supressoras (CARRENO E COLLINS., 2002; 

SHIPKOVA; WIELAND, 2012). Estudos experimentais demonstram que animais deficientes 

dessa molécula evoluem para óbito entre três e quatro semanas após o nascimento, devido 

infiltração de linfócitos e destruição de órgão críticos, indicando que essa molécula atua como 

regulador negativo da ativação das células T (CHAMBERS et al., 1997; WATERHOUSE et 

al., 1995).  

A função efetora da imunidade mediada por células e a melhora da captura e 

apresentação antigênica são observadas após a interação da molécula CD154 com seu ligante 

CD40, presente na superfície das APC’s (HUANG et al., 2013; JENKINS et al., 2008; 

MACDONALD et al., 2002; MA AND CLARK, 2009). O CD154 está presente 

predominantemente nas células T maduras e ativadas, mas, também já foi descrito em 

pequenas populações de células T CD8+, plaquetas, mastócitos e células B. Sua ativação está 

associada à regulação positiva da apresentação antigênica, ativação e maturação das células T 

efetoras. Além disso, regula a função dos Linfócitos B (SHIPKOVA; WIELAND, 2012).  

O perfil de resposta modulado pelas células Th1 é caracterizado pela secreção de 

citocinas pró-inflamatórias, IFN- ɤ e TNF-. Esse processo se inicia após a ligação da IL-12 

com o receptor específico na célula T, ativando o fator de transcrição STAT4 (STEINMAN, 

2007) que induz a produção de IFN-ɤ. Este, por sua vez, ativa o fator de transcrição STAT1 

que induz a expressão de T-bet, cuja atividade induz a secreção adicional de IFN-ɤ e induz o 

receptor de quimiocina CXCR3, o qual permite que as células Th1 efetoras sejam 

encaminhadas aos tecidos periféricos (GEGINAT et al., 2013, STEINMAN, 2007; 

YAMANE; PAUL, 2012). Uma vez diferenciadas, esses linfócitos expressam altos níveis do 

receptor para IL-18, o qual é dependente da sinalização IL-12/STAT4 e da produção de IFN-ɤ 

(ANNUNZIATO; ROMAGNANI, 2009). O resultado desse perfil de resposta é favorecer a 
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ativação de macrófagos, proteção contra bactérias intracelulares e eliminação de vírus. Sendo, 

portanto, capazes de promover uma resposta imune direcionada para patógenos intracelulares 

(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2012; MOSER; LEO, 2010). 

As células Th2 são importantes no combate aos parasitos extracelulares, por exemplo, 

os vermes e estão envolvidas nos processos alérgicos (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2012; 

MOSER; LEO, 2010). Esse perfil de linfócitos T CD4+ é induzido pela presença da citocina 

IL-4 e a expressão do fator de transcrição GATA-3, o qual induz citocinas do perfil Th2, entre 

elas IL-5, IL-13 e a própria IL-4. Além disso, o GATA-3 induz o receptor de quimiocina 

CCR4 e o receptor de prostaglandina D2 (CRTh2) em seres humanos (STEINMAN, 2007). A 

IL - 4 inibe as células Th1 e Th17 e induz células B a produzir anticorpos IgE , enquanto a IL- 

5 ativa eosinófilos. A prostaglandina D2 é produzido por mastócitos e organiza a interação 

entre linfócitos Th2 e suas células-alvo durante a asma alérgica (GEGINAT et al., 2013).  

Esses subtipos regulam-se mutuamente, uma vez que o IFN-ɤ inibe a diferenciação 

Th2 (GAJEWSKI; FITCH, 1988; SEDER et a., 1993; STEINMAN, 2007) e o GATA3 inibe a 

diferenciação Th1 (FIORENTINO; BOND; MOSMANN, 1989; STEINMAN, 2007), 

favorecendo, assim, a polarização da resposta para uma única direção. 

As células Th17 são um subgrupo diferenciado dos linfócitos T CD4+, cujo 

desenvolvimento é promovido através da secreção das citocinas IL-6, TGF- β, bem como IL-

1, IL-21 e IL-23 (GEGINAT et al., 2013; HARRINGTON et al., 2005; BURGLER et al., 

2009). Essas citocinas são capazes de promover a diferenciação desses linfócitos através da 

ativação do fator de transcrição RORɤ T em camundongos ou RORC2 em humanos 

(PETERS; LEE; KUCHROO, 2011). Esse perfil de células T CD4+ tem sido associado com 

doenças auto-imunes (KIMURA; KISHIMOTO, 2010; MOSER; LEO, 2010), bem como, a 

repostas contra bactérias extracelulares, por mecanismos dependentes da produção de 

anticorpos (NAKAE et al., 2002; GHILARDI et al., 2004).  

Existem diferentes tipos de células T regulatórias que variam no seu mecanismo de 

ação e na sua origem. Essas células são categorizadas em dois subtipos, as naturais e as 

adaptativas. As Tregs naturais expressam constitutivamente CD25+, são originadas no timo e 

tem sido extensivamente estudadas em modelos murinos. Ensaios in vitro demonstram que as 

Tregs naturais necessitam da ativação do TCR e, uma vez ativadas, sua atividade supressiva 

parece ser mediada pelo contato direto célula-célula com os linfócitos T efetores e 

independente da atuação das citocinas. Além disso, as Tregs naturais expressam o FoxP3 

(“Forkhead Box P3” - um fator de transcrição que controla o desenvolvimento e a função das 
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células Tregs) (NIZAR et al., 2010). Por outro lado, as células Tregs adaptativas (Th3, Tr1 e 

iTregs) podem ou não expressar o FoxP3, são derivadas de linfócitos T CD25- da periferia, 

previamente estimulados (por antígenos e citocinas) e produzem IL-10 e TGF-β (VIEIRA et 

al., 2004; RONCAROLO et al., 2006; NIZAR et al., 2010). 

Os helmintos são capazes de induzir diferentes tipos de resposta de células TCD4+ no 

hospedeiro. Esta imunomodulação favorece a permanência do parasito por longo período e a 

manutenção da transmissão do mesmo. Em humanos, a infecção pelo S. mansoni está 

associada a um predomínio da resposta imunológica de perfil Th2 onde os antígenos dos ovos 

são os principais indutores (ZACCONE et al., 2010). Muitos estudos têm traçado um esboço 

da importância das moléculas co-estimulatórias e, consequente ativação dos linfócitos T 

helper na resposta imune à infecção esquistossomótica, tanto em humanos, quanto em 

modelos experimentais.  

Em camundongos, as respostas imunes que caracterizam as fases aguda e crônica são 

bem caracterizadas. Durante as primeiras semanas pós-infecção, uma resposta Th1 é 

desencadeada para as formas infectantes e para os vermes imaturos. Essa resposta é 

caracterizada por um aumento na secreção de citocinas pró-inflamatórias, por exemplo, o 

TNF-α, IL-1, IL-6 e IFN- (DE JESUS et al., 2002). Após 5 a 6 semanas, com o início da 

deposição dos ovos, uma resposta Th2 com secreção de IL-4, IL-13, síntese de IgE, bem 

como eosinofilia é verificada. Caso a resposta Th2 não se desenvolva adequadamente, a 

resposta proinflamatória inicial se intensifica, causando morte precoce dos animais infectados. 

Esse fenômeno foi observado em estudo realizado com camundongos C57BL/6 deficientes na 

produção de IL-4 e infectados pelo S. mansoni. Esses animais desenvolveram doença aguda 

similar à humana, caracterizada por caquexia e significativa mortalidade no início da 

deposição de ovos. Nesses camundongos, a resposta granulomatosa foi relativamente normal, 

mas as alterações patológicas no intestino foram mais evidentes na ausência da IL-4 

(BRUNET et al., 1997; FALLON et al., 2000).  

À medida que a infecção torna-se crônica, a liberação dos ovos pelas fêmeas 

permanece e é observada uma diminuição da resposta Th2 com menor número e tamanho dos 

granulomas recém formados (PEARCE et al., 1991; PEARCE; MACDONALD, 2002; 

WILSON et al., 2007; BURKE et al., 2009). O perfil de resposta Th2 foi associado com a 

proteção e a geração da cronicidade das infecções esquistossomóticas por controlar a resposta 

granulomatosa ao redor dos ovos (FINKELMAN et al., 1991). Contudo, esta 



30 
 

imunomodulação parece ser mediada pela IL-10 que é liberada não apenas pelos clones Th2, 

mas também pelas células T regulatórias (WILSON et al., 2007). 

Estudos sobre os mecanismos de modulação do granuloma na esquistossomose murina 

mostraram que animais IL-10
-/-

 desenvolveram um perfil misto Th1/Th2, havendo aumento de 

IFN-/IL-5, acompanhado de níveis maiores ou não alterados de IL-4 (WYNN et al., 1997). 

Nesse contexto, estudos de Hoffmann et al. (2000), também utilizando animais IL-10
-/-

, 

verificaram que essa citocina é essencial para prevenir o excesso da polarização da resposta 

Th1 e Th2 durante a infecção. Em humanos, outros autores também associam a participação 

da IL-10 e a diminuição da resposta de citocinas Th1 (MONTENEGRO et al., 1999).  A ação 

supressora da IL-10 se deve, principalmente, à sua capacidade de inibir a ativação de 

macrófagos, diminuir a expressão de moléculas co-estimulatórias e do MHC nas APC’s 

(STADECKER; FLORES VILLANUEVA, 1994; MOORE et al., 2001). Todos esses estudos 

mostraram que a expressão da IL-10 durante as fases aguda e crônica da esquistossomose é 

importante para a sobrevivência do hospedeiro (ABATH et al., 2006). Alguns antígenos, 

como açúcares presentes nos ovos e vermes de S. mansoni (APPELMELK et al., 2003 )  têm a 

capacidade de induzir a produção de IL-10 pelas APCs (GEIJTENBEEK et al., 2003 ),  a qual 

é importante na geração e manutenção de células T reg (WAKKACH et al., 2003). 

Recentemente, foi demonstrado que as células nT reg CD4
+
CD25

+
FoxP3

+
, são essenciais no 

processo de imunomodulação da esquistossomose, pois promovem a manutenção da resposta 

Th2 (McKEE; PEARCE, 2004).  

A participação dos linfócitos Th17 na esquistossomose tem sido associada com o 

desenvolvimento da doença grave, em animais polarizados para o perfil Th1. (RUTITZKY; 

STADECKER, 2006). Rutitzky et al., (2005) em seu estudo que verificou a exacerbação de 

patologia granulomatosa e a grave morbidade na infecção pelo S. mansoni, demonstraram que 

a neutralização da IL-17 (com anticorpos monoclonais anti-IL-17) controla o tamanho do 

granuloma, restaurando-o ao tamanho encontrado na fase crônica, indicando que apesar da 

capacidade dos antígenos parasitários de induzir clones de linfócitos Th17, a proliferação 

destas células deve ser controlada negativamente na fase crônica da doença. 

No que se refere à participação das moléculas co-estimulatórias duarante a 

esquistossomose, estudos in vitro realizados para avaliar a influencia do antígeno solúvel do 

verme adulto, PIII, sobre o CD28, revelam diminuição na expressão desse marcador tanto em 

células CD4+, quanto em linfócitos T CD8+. Além disso, foi observado aumento na 
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expressão de CTLA-4 e de CD86. Como resultado desse efeito, os autores observaram 

prevenção na formação do granuloma, bem como maior produção de IL10. Outros autores 

observaram que camundongos deficientes para algumas moléculas co-estimulatórias 

apresentaram menor capacidade em montrar uma resposta Th2 eficaz. Esse achado foi 

dependente da expressão do CD28, uma vez que, nos animais CD28
-/- 

a produção de IL-4 e 

IL-5 foi significativamente reduzida e a produção de IFN-ɤ não foi alterada (HECTOR et al., 

1997). 

Outras moléculas co-estimulatórias envolvidas com a resposta imune durante a 

esquistossomose incluem o CD40 e CD40L. Em modelos de camundongos knock out para o 

gene codificante do CD40L, foi demonstrado que a interação CD40/CD40L é necessária para 

o desenvolvimento de uma resposta imune adequada durante a infeção pelo S.mansoni, e que 

a ausência do CD40L interfere na ativação dos Linfócitos B. Estes, por sua vez, apresentam 

reduzido status de ativação demonstrado pela baixa expressão do MHCII (MACDONALD et 

al., 2002). Como resultado, a montagem da resposta imune especifica durante a 

esquistossomose fica prejudicada, demonstrando a importância dessas moléculas co-

estimulatórias na imunorrregulação. 

2.3 A ESQUISTOSSOMOSE E A RELAÇÃO MATERNO-FETAL 

Em áreas endêmicas é comum observar gestantes e mulheres em idade fértil, 

cronicamente infectadas pelo Schistosoma (FRIEDMAN et al., 2007; HILLIER et al., 2008). 

Quando estes pacientes não são tratados, a infecção crônica persistirá durante todo o período 

de gestação e amamentação (LEBEAUD et al., 2009) e como conseqüência, os produtos 

solúveis derivados do parasito podem sensilibilizar a criança por meio de sua passagem 

transplacentária e/ou através do leite materno.  

Lees e Jordan (1968) já demonstravam a transferência de anticorpos específicos para o 

S. mansoni, através da placenta, e sua permanência nas crianças por até seis meses após o 

nascimento. Nesse contexto, Carlier et al. (1980), utilizando anticorpos policlonais, 

observaram uma correlação positiva entre os níveis de antígenos solúveis do S. mansoni no 

soro proveniente de mães infectadas e do cordão umbilical de seus filhos, indicando a 

transferência desse componente parasitário. Outros autores detectaram antígenos de S. 

mansoni, por ELISA de captura, em 66% de amostras de urina de crianças nascidas de 

mulheres parasitadas (HASSAN et al., 1997). Em relação ao leite de mães infectadas, foi 
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observada a presença de produtos solúveis do S.mansoni (antígeno “M” e antígeno “4”) 

(SANTORO et al., 1977), bem como de antígeno parasitários (ATTALLAH et a., 2003).  

Baseados nesses achados, outros estudos foram desenvolvidos com o intuito de 

elucidar as alterações na resposta imune para antígenos homólogos, no recém-nascido 

previamente exposto aos componentes parasitários. 

Lenzi et al. (1987) estudando camundongos recém-nascidos e lactentes de mães 

infectadas pelo S. mansoni, verificaram a transferência de anticorpos específicos para 

antígenos de cercárias, de ovos e de vermes adulto, através da placenta e pelo leite materno. 

Estes autores observaram que esses animais, quando submetidos à infecção pós-natal, 

apresentavam diminuição da reação granulomatosa hepática, indicando uma 

hiporresponsividade aos ovos do Schistosoma e associando que a melhor proteção é adquirida 

após o período de lactação. Attallah et al. (2006) também demonstraram que a exposição pré-

natal dos recém-nascidos aos antígenos ou anticorpos anti-S. mansoni pode atenuar a 

patogênese da esquistossomose numa infecção subseqüente. Eles observaram a persistência de 

antígenos parasitários maternos nos filhotes de mães infectadas por até 8 semanas após o 

parto, com a presença de antígenos maternos nos tecidos hepático e renais. Após 8 semanas, 

os filhotes foram infectados e foi observado que os níveis de IgG, tamanho e número de 

granulomas hepáticos, bem como recuperação de vermes foram significantemente reduzidos 

nos animais nascidos de mães infectadas, quando comparados aos nascidos de mães não-

infectadas.  

Mais recentemente, Othman et al. (2010) estudando a progressão da esquistossomose 

mansônica em camundongos provenientes ou não de mães infectadas, observaram que a 

intensidade da infecção (número de granulomas e fibrose hepática) foi significativamente 

menor em descendentes de mães esquistossomóticas. Esses autores demonstraram também 

que os níveis de expressão do gene da IL-12 e do TGF-β, citocinas reguladoras, foram 

maiores nos animais nascidos e amamentados em mães infectadas. Contudo, uma 

potencialização da resposta imune nos descendentes foi observada e associada com prévia 

amamentação em mães infectadas pelo S.mansoni. Eissa et al. (1989) ao estudar a imunidade 

mediada por células, para antígenos parasitários, e correlacionar esses resultados com a prévia 

amamentação, demonstraram um aumento da hipersensibilidade celular aos antígenos do 

helminto em 56% dos filhos, previamente amamentados em mulheres infectadas (por no 
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mínimo até o 1º mês de vida). Esta mesma relação não foi observada nas crianças que 

receberam o leite de vaca e/ou cabra.  

Com relação à resposta dos recém-nascidos aos antígenos heterólogos, após exposição 

in útero e/ou através da amamentação às infecções helmínticas maternas, os estudos ainda são 

poucos. Malhotra et al. (1999) realizaram um estudo com humanos infectados pelo 

Schistosoma haematobium e demonstraram que a infecção materna por este trematódeo, 

durante a gravidez, sensibiliza aproximadamente 50% dos recém-nascidos in utero, e que esta 

imunidade pré-natal favorece a formação de uma memória imunológica que persiste na 

criança (resposta de células T antígeno-específica persistente por até 14 meses) e influencia a 

resposta para antígenos heterólogos, diminuindo a eficácia da vacinação ao BCG. Eles 

observaram que as células T das crianças nascidas de mães não-infectadas, durante a gestação, 

produzem muito mais IFN- em resposta a proteínas purificadas da micobactéria do que as 

crianças nascidas de mães infectadas. Uma correlação positiva foi observada entre os níveis 

de IgE contra antígeno de S. mansoni e as manifestações de alergias gastrointestinais em 

crianças que receberam leite de mães esquistossomóticas (NOURELDIN et al., 1998). 

O estudo da influência da gestação e da amamentação, separadamente, em mães 

infectadas pelo S. mansoni na resposta imune dos seus descendentes adultos, frente ao 

antígeno heterólogo, ovalbumina (OVA), tem sido foco do nosso grupo de estudo.  

Com relação ao efeito da amamentação, experimentalmente, foi observado que os 

descendentes adultos previamente amamentados em mães esquistossomóticas (amamentação 

adotiva) ou nascidos e amamentados apresentaram uma potencialização da produção de 

anticorpos anti-OVA, verificada no 8º dia pós imunização com OVA (SANTOS et al, 2010). 

Antígenos ou anticorpos anti-parasita da infecção materna parece interferir na produção de 

anticorpos anti-OVA junto com leite, visto que, descendentes que tiveram contato com leite 

de mães não-infectadas, não produziram níveis de anticorpos anti-OVA tão elevados quando 

comparado aos que foram amamentados em mães infectadas.  

Além disso, foi relatado que a amamentação ameniza o potencial imunossupressivo 

adquirido durante a gestação (SANTOS, et al 2010). Descendentes adultos que nasceram de 

mães infectadas e não foram amamentados por estas mães apresentaram alta produção de IL-

10 e baixa produção de anticorpos anti-OVA. Entretanto, foi observado que quando os 

camundongos nascidos de mães infectadas são também amamentados em mães infectadas 
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ocorre uma reversão da supressão de anticorpos anti-OVA, acompanhada do aumento da 

produção de IL-2 e diminuição de IL-10.  

Com intuito de avaliar a longevidade dessa potencialização, Sales et al (2010) 

observaram que antígenos do S. mansoni, em baixas doses e administrados por via oral ou 

subcutânea, na fase de lactação, antecipa o pico de produção de anticorpos e leva a uma 

potencialização sustentada da síntese de IgG1. Estes últimos resultados corroboram o efeito 

estimulador da imunidade adaptativa através da amamentação em mães esquistossomóticas. 

Recentemente, Santos et al (2014) em seu estudo in vivo,  desmonstraram que a 

amamentação em mães esquistossomóticas induziu uma melhora na apresentação antigênica 

pelos Linfócitos B, através de um aumento na frequência de células B CD40+/CD80+. Em 

contrapartida, a gestação induziu um efeito oposto com baixa apresentação antigênica durante 

a resposta imune a um antígeno não relacionado.  

Apesar da capacidade imunomodulatória do leite materno de mães esquistossomóticas 

tenha sido anteriormente descrita, o estudo do efeito direto em células de ativação do sistema 

imune e a descrição dos constituintes proteicos presentes nesse leite, permanecem não 

esclarecidas. 

2.4 DIFERENCIAÇÃO IMUNOLÓGICA ENTRE CÉLULAS IMATURAS E 

MADURAS 

A primeira infância é caracterizada por um aumento na suceptibilidade à infecções 

devido a um relativa imaturidade do sistema imune, o qual apresenta uma contínua maturação 

desde o nascimento até os primeiros anos de vida (HOLT e JONES., 2000; SUI-LING et al., 

2013), com aquisição de funcionalidade das células e completa capacidade de ativação 

(ADKINS; LECLERC; MARSHALL-CLARKE., 2004, WILLEMS et al., 2009;  JIANG et 

al., 2009; DOWLING; LEVY., 2014). 

Embora os recém-nascidos sejam capazes de elaborar respostas imunes, uma relativa 

imunodeficiência ainda é observada e pode ser associada às diferenças funcionais e numéricas 

entre células de idades distintas (ADKINS; LECLERC; MARSHALL-CLARKE., 2004; 

MARSHALL-CLARKE et al., 2000). As diferenças qualitativas e quantitativas são descritas, 

não apenas para os linfócitos T e B, mas, também para APC’s (ADKINS; LECLERC; 

MARSHALL-CLARKE., 2004).  
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Em animais recém-nascidos, o número de células T está consideravelmente reduzido, 

em comparação aos adultos. Após um desafio com a mesma dose antigênica, os neonatos 

foram mais limitados para induzir uma resposta protetora devido ao menor número de células 

imunes (FORSTHUBER et al., 1996; GARCIA et al., 2000; RIDGE et al., 1996). Essas 

discrepâncias entre as respostas podem ser atribuídas às diferenças de compartimento de 

células T, que em animais recém-nascidos resultam em polarização para um perfil Th2 

(ADKINS et al., 2004). Esse achado explica porque até a poucas décadas atrás, os neonatos 

eram referidos como imunodeficientes, uma vez que, esse conceito estava associado à 

limitada capacidade de produção de IL-2 e, portanto, baixa proliferação. No entanto, com os 

avanços na imunologia e decobertas de novos conceitos, torna-se claro que os neonatos 

apresentam modulação da resposta imune (ADKINS et al., 2000; GARCIA et al., 2000; 

SIEGRIST et al.,2000) e não exclusivamente via células T imaturas, mas, também através da 

ação dos Linfócitos B e Células Dendríticas (MARSHALL-CLARKE et al., 2000). Apesar da 

limitação na indução de resposta Th1 em células imaturas já ter sido amplamente descrita 

(ADKINS et al., 2000; GARCIA et al., 2000; SIEGRIST et al.,2000), Qureshi e Garvy 

(2001), observaram que a tranferência de esplenócitos jovens oriundos de animais 

sensibilizados com Pneumocystis carinii, para um ambiente maduro, foi capaz de induzir uma 

resposta Th1 eficaz. Esses resultados demonstram a influência do ambiente, no qual as células 

estão atuando, para polarização da resposta, independe da idade da célula. 

A resposta humoral, no período neonatal, difere daquela obtida na vida adulta, no que 

se refere à duração, afinidade, heterogeneidade e distribuição dos isótipos de imunoglobulinas 

(MARSHALL-CLARKE et al., 2000; SIEGRIST., 2001). As deficiências que normalmente 

são encontradas na produção de anticorpos dos recém-nascidos podem ser atribuídas às 

diferenças, idade-dependente, entre as células B, embora os mecanismos de sinalização 

permanecam pouco escalrecidos (ADKINS et al., 2004; MARSHALL-CLARKE et al., 2000). 

Os Linfócitos B imaturos (IgM+/IgD
-
) compreendem a principal população no baço de 

camundongos recém-nascidos e, diferentemente das células B maduras, são sinalizadas 

negativamente pela ligação do Receptor de Células B (BCR) e falham em aumentar as 

moléculas co-estimulatórias, por exemplo, CD86 e o MHCII que são essenciais para interação 

efetiva com as células T (BENSCHOP et al., 2001; KING et al., 1999; MARSHALL-

CLARKE et al., 2000). No entanto, já foi demonstrada a ativação dessas células pela indução 

de IL-4 ou ligação do CD40. Outro aspecto interessante refere-se à diferença entre o grau de 

funcionalidade das células B em camundongos recém-nascidos. Adkins et al (2004), relatam 
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que os Linfócitos B presentes nos linfonodos são fenotipicamente e funcionalmente mais 

maduros do que as células encontradas no baço desses animais.   

No que se refere às DC’s, já está bem estabelecido que o número absoluto dessas 

células, em camundongos neonatos, é extremamente reduzido quando comparado aos adultos 

(ADKINS et al., 2004). Contudo, quanto às diferenças funcionais ainda existem controversas. 

Estudos anteriores revelam que as DC’s de camundongos jovens, após desafio antigênico, 

foram deficientes na indução da expressão do MHCII e de moléculas co-estimulatórias, e 

consequente capacidade limitada para promover a proliferação dos linfócitos T 

(MUTHUKKUMAR et al., 2000). Em contrapartida, outros autores não identificaram 

diferenças na produção de IFN-ɤ entre DC’s oriundas de animais recém-nascidos e adultos, 

além de demonstrar que essas células (CD11c 
low

) perfaziam 30% a 40% das DC’s de animais 

com 7 dias, em comparação a 10% a 15% nos adultos (DAKIC et al., 2004; SUN et al., 2003). 

 

2.5 CARACTERIZAÇÃO DO LEITE MATERNO E SEU PAPEL DURANTE 

A ESQUISTOSSOMOSE 

 

O leite materno humano apresenta fatores solúveis, dentre eles, proteínas (caseínas, 

alfa-lactoalbumina, imunoglobulinas, enzimas, hormônios, fatores de crescimento), gorduras 

(triglicedídeos e ácidos graxos), carboidratos (lactose, glicose, galactose e oligossacarídeos), 

minerais, eletrólitos, elementos traços, vitaminas e água (KENT et al., 2007). Além disso, 

possui compostos bioativos que são importantes como precursores da imunidade do recém-

nascido (WEINER, 2001; BLEWETT et al., 2008, BALLARD; MORROW., 2013) e 

auxiliam na maturação das células do sistema imune (MALANCHÈRE et al., 1997; 

BALLARD; MORROW., 2013). Apesar de vários estudos relacionarem as proteínas 

presentes no leite materno (caseínas, imunoglobulinas, α- lactoalbumina, lactoferrina e 

soroalbumina), muitas questões no que se refere à expressão, bem como estrutura e 

modificações pós-traducionais, permanecem pouco esclarecidas (O’DONNELLa et al., 2004). 

As proteínas do leite materno podem ser agrupadas em três classes principais: caseína, 

proteínas da fração da membrana globular de gordura e proteínas desnatadas. Estudos 

anteriores revelam a presença de 22 peptídios oriundos do colostro humano, embora o 

trabalho tenha observado 400 spots (MURAKAMI; LAGARDE; YUKI., 1998). Mais 

recentemente, outros autores identificaram 107 spots, os quais correspondiam a 39 genes 
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responsáveis pelos peptídios da fração globular de gordura (FORTUNATO et al., 2003; 

CAVALETTO, GIUFFRIDA, CONTI., 2004). Outros autores, utilizando diferentes técnicas, 

demonstram resultados variados no que se refere à proteômica do leite (O’DONNELLA et al., 

2004). Nesse contexto, foi demonstrado um total de 285 peptídios não redundantes 

encontrados em banco de dados, incluindo um "core" de 106 proteínas que eram 

compartilhadas com o proteoma do leite bovino (ALESSANDRO, SCALONI, ZOLLA., 

2010). Mais recentemente, Picarielloa et al (2013) identificaram proteínas no leite materno 

com diversas funções, entre elas, funções fisiológicas, por exemplo, transporte e sinalização 

celular, metabolismo da gordura, processos metabólicos, síntese de proteínas e modulação da 

resposta imune. 

Diante do exposto, a proteômica tem se tornado uma ferramenta fundamental para 

caracterização das proteínas e descobertas de biomarcadores. Essa técnica vem sendo definida 

como a análise do conjunto de proteínas presentes em tecidos, células ou compartimentos 

subcelulares, usada para identificar proteínas diferencialmente expressas e potencialmente 

relacionadas a processos biológicos, ou para fins tão complexos quanto à caracterização de 

modificações pós-traducionais e interações proteína-proteína (VAN WIJK, 2001).  

Com relação às características imunológicas, a amamentação confere proteção ao 

recém-nascido, visto que o leite contêm substâncias antimicrobianas e fatores 

imunomodulatórios, por exemplo, citocinas, oligossacarídeos, anticorpos, fatores de 

crescimento, bem como vários tipos celulares, por exemplo, macrófago, neutrófilos, linfócitos 

e células epiteliais (FIELD, 2005; BLEWETT et al., 2008).  

A amamentação não é unicamente uma fonte de nutrição, mas, ao mesmo tempo 

proporciona os mecanismos reguladores que favorecem a manutenção da homeostase 

(PENTTILA, 2010). Dentre os fatores solúveis, como as citocinas, destacam-se a IL-1, TNF-

α, IFN-γ, IL-6, IL-10 e TGF-. A IL-6, junto com IL-10 e TGF-, estão envolvidas com 

diferenciação e maturação de células produtoras de IgA e de células intestinais. Enquanto, a 

IL-10 e TGF-, são também conhecidas por suas funções imunossupressoras e tolerogênicas 

(WEINER, 2001; BLEWETT et al., 2008). Sendo assim, estes fatores imunomodulatórios 

conferem ao leite materno um caráter dicotômico. Durante a tenra infância, o neonato deve 

desenvolver tolerância (dependente de células T) a moléculas não-patogênicas (como 

antígenos alimentares) e sensibilização aos patógenos (com a maturação do sistema imune e 

estimulação da produção de anticorpos). Sabe-se também que os anticorpos IgG maternos, 

passados ao recém-nascido através do leite, são importantes para desenvolvimento da 
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linhagem de células B e formação dos anticorpos no neonato. De fato, Malanchère et al. 

(1997), quando estudaram camundongos nascidos de mães geneticamente deficientes na 

produção de anticorpos ou mães normais, verificaram que a progênie nascida de mães 

normais continha 2 a 3 vezes mais células pré-B e células B, comparadas com camundongos 

nascidos de mães deficientes.  

Entretanto, tem sido demonstrado que a exposição materna aos alérgenos, citocinas ou 

aos processos infecciosos, durante o período de amamentação, podem alterar o grau de 

competência imune dos seus descendentes (LIMA et al, 2005; LEME et al, 2006; 

RODRIGUES et al., 2006; FUSARO et al, 2007). 

Em relação ao leite de mães esquistossomóticas, é sabido do seu potencial em alterar o 

grau de competência imune dos seus descendentes devido à presença de antígenos parasitários 

ou de anticorpos anti-parasito (THOMAS; HARN, 2005; BHARGAVA et al., 2012). Nesse 

contexto, Attallah et al (2003) verificaram que os recém nascidos amamentados em mães 

infectadas apresentam o antígeno 63 Kd por até 24 meses após o parto. Contudo, nas crianças 

não amamentadas, o antígeno foi identificado na urina até 28 dias após o parto. Para os 

anticorpos anti-Schistosoma, Colley et al. (1999) observaram que camundongos que 

receberam, no período de amamentação, anticorpo específico para os antígenos solúveis dos 

ovos de Schistosoma (SEA) e foram, na vida adulta, infectados, apresentaram um incremento 

na produção de anticorpos anti-SEA. Outros autores destacam a presença de carboidratos na 

superfície dos ovos do Schistosoma, com ênfase para o pentassacarídeo Lacto-N-Fucopentose 

III (LNFPIII) que também está presente no leite materno humano e que apresenta capacidade 

imunomodulatória (THOMAS; HARN, 2004). Ainda nesse contexto, recentemente foi 

demonstrada uma melhora da apresentação antigênica dos Linfócitos B em animais 

amamentados em mães esquistossomóticas (SANTOS et al., 2014). Apesar de essa 

capacidade estimulatória ter sido anteriormente descrita, os constituintes proteicos presentes 

nesse leite permanecem não elucidados. 

 

2.6 CARACTERIZAÇÃO DOS ANTÍGENOS DO Schistosoma mansoni 

 

A técnica de proteômica tem sido aplicada para identificação e para o estudo de 

proteínas expressas no Schistosoma sp, com ênfase na descrição direrencial das fases do ciclo 

biológico (CURWEN et al., 2004 e LIU et al., 2006), gêneros (CHENG et al., 2005), cercária 
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(YANG et al., 2009) e ovos imaturos e maduros (Mathieson & Wilson, 2011). No que se 

refere à relação hospedeiro-parasito, outros estudos revelam as proteínas do tegumento 

(BRASCHI & WILSON, 2006; BRASCHI et al., 2006; PEREZ-SANCHEZ et al., 2008; 

PEREZ-SANCHEZ et al., 2006; VAN BALKOM et al., 2005; CASTROBORGES et al., 

2011a e CASTRO-BORGES et al., 2011b), proteínas secretadas/excretadas (CASS et al., 

2007; CURWEN et al., 2006; GUILLOU et al., 2007; HANSELL et al., 2008; KNUDSEN et 

al., 2005; LIU et al., 2009; PEREZ-SANCHEZ et al., 2006 e WU et al., 2009), bem como os 

peptídios do proteassoma 20S de S. mansoni (CASTRO-BORGES et al., 2006). 

Os estudos proteômicos revelam, para as diferentes formas evolutivas, a existência de 

funções essenciais e mecanismos adaptativos que quando interrompidos impedem o 

desenvolvimento da doença, sendo, portanto, potenciais alvos vacinais. Já os estudos de 

proteínas que são expostas na superfície do parasito, provável sítio de interação com o 

hospedeiro, indicam alvos que poderiam ser mais acessíveis a drogas e aos anticorpos 

(VERJOVSKI-ALMEIDA & DEMARCO, 2008). 

Nesse contexto, a comparação entre as proteínas solúveis de quatro fases evolutivas do 

S. mansoni (cercárias, esquistossômulos, vermes adultos e ovos) demonstram homogeneidade 

de 70%. Ou seja, foi verificada a presença de proteínas semelhantes nas diferentes fases do 

cliclo biológico, sugerindo a participação desses peptídios em vias elementares e essenciais 

para sobrevivência do helminto (CURWEN etal., 2004). Em estudo nos diferentes gêneros, 

foi detectado um perfil de 2D similar entre vermes machos e fêmeas, com poucas proteínas 

expressas exclusivamente em cada sexo (CHENG et al., 2005). Utilizando diferentes técnicas 

aplicadas em estudos proteômicos, entre elas, 2D e LCMS/MS, foram analisadas proteínas 

secretadas de ovos, cercárias e vermes adultos. Em ovos, foram identificadas 188 proteínas 

relacionadas ao desenvolvimento e sinalização, vias metabólicas, modulação da resposta 

imunológica, manutenção do equilíbrio de oxi-redução, conformação proteica e outras ainda 

não caracterizadas em Schistosoma spp (CASS et al., 2007). Os produtos de secreção de 

cercárias de S. mansoni contêm proteases e algumas proteínas imunorreguladoras, as quais se 

correlacionam, respectivamente, com a função de penetração do parasito na pele e a 

subsequente sobrevivência no hospedeiro (CURWEN et al., 2006 e KNUDSEN et al., 2005). 

Devido ao importante papel dos antígenos dos ovos do Schistosoma (SEA) na 

regulação imune e na, subseqüente, imunopatologia da esquistossomose, o estudo dos seus 

componentes e de suas funções tem despertado interesse. Esses antígenos são compostos por 

centenas de proteínas e glicoconjugados, aproximadamente 30 elementos, que variam em seu 

peso molecular (10 a 200 kDa) e incluem aqueles que são secretados ativamente pelos ovos 
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ou os produtos de sua desintegração (STEINFELDER et al., 2009). Semelhantes aos ovos do 

parasito, o SEA induz uma resposta Th2 quando injetado em animais. Além disso, análogo a 

outros produtos ou extratos de helmintos, pode ser descrito como um adjuvante devido sua 

habilidade em induzir efetiva resposta imune (PEARCE, 2005). O estudo da habilidade do 

SEA em induzir a proliferação dos Linfócitos T CD4+, isolados de camundongos infectados 

pelo S.mansoni, revelam que não apenas a proteína Sm-p40 está presente nessa modulação, 

mas também outros peptídios, entre eles, p150/166 (albumina), a carboxiquinase 

fosfoenolpiruvato, a Glutationa S transferase, o peroxiredoxin 1 e o SmEP25 tem sido 

identificados (ASAHI; STADECKER., 2003). Estudo mais recente relata a presença de 

glicoproteínas secretórias denominadas (IPSE)/alpha-1 e ômega-1 (HEWITSON et al., 2009). 

Uma das proteínas mais abundantes do SEA é o polipeptídio 40kDa (Sm-p40) que 

representa aproximadamente 10% da constituição desse antígeno. Está presente nos 

granulomas e tem sido associado a uma resposta Th1. Uma mistura complexa de glico-

conjugados, por exemplo, glicoproteínas e glicolipídios são responsáveis pela ativação do 

sistema imune (VAN LIEMPT et al., 2007). Alguns estudos destacam os oligossacarídeos na 

superfície dos ovos do Schistosoma, com ênfase para o Lacto-N-Fucopentose III (LNFPIII) 

(THOMAS; HARN, 2004), o qual parece ativar diretamente células imunes para produzir 

mediadores relacionados com a resposta Th2, incluindo a proliferação de células B e a síntese 

de IL-10 e PGE2. Appelmelk et al. (2003), observaram que glicanos, contendo fucose ou 

manose, que estão presente nos antígenos de S. mansoni se ligam em receptores de lectina tipo 

C (DC-SIGN- CD209), em células dendríticas. Estes autores sugeriram que a polarização da 

resposta para o perfil Th2 induzida pelo S. mansoni, pode ser decorrente dessa ligação. 

A demonstração dos peptídios presentes em diferentes fases do ciclo de vida do 

S.mansoni, bem como o estudo de seus mecanismos imunomoduladores são relevantes para o 

entendimento da resposta imunológica durante a esquistossomose. Nesse contexto, a 

proteômica do leite de camundongos infectados e a correlação de seu efeito imunomodulador 

sob células de ativação do sistema imune permanece não esclarecida.  

Dessa forma, esse estudo se propõe a avaliar o status de ativação de Linfócitos T, bem 

como a expressão de moléculas co-estimulatórias em Macrófagos e Linfócitos B, cultivados 

com o leite materno de camundongos infectados pelo S. mansoni e descrever a proteômica 

desse leite. 
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 3. OBJETIVOS 

 

3.1 GERAL 

Avaliar o status de ativação de linfócitos T, bem como, a expressão de moléculas co-

estimulatórias em macrófagos e linfócitos B, cultivados com o leite materno de camundongos 

infectados pelo S. mansoni e identificar peptídeos encontrados no leite.  

 

3.2 ESPECÍFICOS 

3.2.1 Comparar em cultura de células esplênicas, imaturas e maduras, cultivadas in 

vitro sob ativação mitogênica, com leite materno de camundongos infectados pelo S.mansoni 

e com leite de mães não infectadas, adicionado ou não de antígeno solúvel do ovo do verme, 

quanto a: 

 A frequencia de Linfócitos T (CD3+) que expressavam CD28, CD154 e CTLA-4; 

 A frequencia de Linfócitos T (CD3+) e Linfócitos B (CD45R+) produtores de 

IL10; 

 O número de Células T Regulatórias (CD4+ FoxP3+); 

 A frequência de Células apresentadoras de antígenos (CD14+ e CD45R+) que 

expressavam as moléculas co-estimulatórias (CD80, CD86 ou CD40). 

3.2.2 Identificar os peptídeos presentes do leite de camundongos fêmeas infectadas 

pelo S.mansoni via espectometria de massas do tipo MALDI-TOF-TOF.
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 DESENHO DE ESTUDO 

Foi realizado um estudo experimental e intervencionista, onde células esplênicas, 

imaturas e funcionais, de animais não infectados foram cultivadas in vitro com leite de fêmeas 

infectadas pelo S.mansoni, para avaliar sua atividade imunomodulatória.  Como controle, as 

células também foram cultivadas com o leite de fêmeas não infectadas e com leite de mães 

não esquistossomóticas, adicionado de SEA. Além disso, amostras do leite e de antígenos 

parasitários foram analisadas por espectometria de massa para descrição dos contituintes 

proteicos.  

Os animais do estudo foram escolhidos de forma não aleatória, uma vez que a 

randomização não foi necessária já que as características dos mesmos eram semelhantes, por 

apresentarem o mesmo tempo de vida, fazerem parte da mesma linhagem e serem criados nas 

mesmas condições alimentares. 

Como vantagens do estudo, além das condições controladas de observação, a 

facilidade de o modelo experimental mimetizar a esquistossomose humana e as dificuldades 

de realização por questões éticas serem menores. Entretanto, não foi possível afirmar que os 

resultados obtidos serão reprodutíveis em seres humanos. 

 

4.2 LOCAL DE ESTUDO 

As etapas do estudo relacionadas à infecção, acasalamento, manutenção das mães 

infectadas e coleta do leite foram realizadas no Biotério do Centro de Pesquisas Aggeu 

Magalhães (CPqAM/FIOCRUZ). Posteriormente, os procedimentos laboratoriais (cultura das 

células esplênicas e preparação das amostras) foram realizados nas dependências do Setor de 

Imunologia do Laboratório de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA) e as análises de 

citometria de fluxo foram realizadas no Núcleo de Plataformas Tecnológicas (NPT) do 

CPqAM/FIOCRUZ. 

No que se refere às etapas da preparação das amostras para proteômica do leite 

materno, os procediementos foram realizados no Laboratório de Genômica e Proteômica de 
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Plantas (Departamento de Genética – UFPE) e a Espectometria de Massa no Centro de 

Tecnologias Estratéticas do Nordeste (CETENE).  

4.3 OPERACIONALIZAÇÃO E GRUPOS DE ESTUDO 

Foram utilizados 10 camundongos fêmeas da linhagem Swiss Webster, com 4 semanas 

de idade para infecção com S. mansoni e 15 animais não-infectados como controle. Vinte e 

cinco camundongos machos da mesma espécie foram utilizados para o acasalamento. Os 

animais foram fornecidos e mantidos em condições adequadas no biotério do Centro de 

Pesquisa Aggeu Magalhães (CPqAM/FIOCRUZ).  

As células utilizadas para os ensaios in vitro foram obtidas do baço de camundongos 

machos sem contato prévio com o parasito, ou seja, nascidos e amamentados em mães não 

infectadas. Os esplenócitos foram obtidos de animais em diferentes idades: 1- Jovens com 

duas semanas de vida (imaturas) e 2- Adultos com seis semanas de vida (maduras). 

O leite materno utilizado para os ensaios in vitro, sob ativação mitogênica, foi 

agrupado em três tipos: Leite de Mães Infectadas pelo S.mansoni (LMI); Leite de Mães Não 

Infectadas pelo S. mansoni (LMNI) e LMNI acrescido de Antígeno Solúvel do Ovo 

(LMNI+SEA). Além disso, como controles experimentais, os esplenócitos foram cultivados 

na ausência (BASAL) e presença (MITÓGENO) de ativador policlonal. Para proteômica 

foram utilizados os diferentes perfis de leite materno, descritos acima, bem como os antígenos 

solúveis dos ovos (SEA) e vermes adultos (SWAP) do S.mansoni. 

4.4 ANIMAIS E INFECÇÃO PELO S.MANSONI  

Fêmeas Swiss Webster com 4 semanas de idade foram infectadas, via percutânea, com 

20 cercárias da cepa São Lourenço da Mata de S. mansoni. No 45º após a infecção, foi 

realizado o parasitológico de fezes (KATZ et al., 1972) e sessenta dias após a infecção, as 

fêmeas tiveram seus estros sincronizados (WANG et al., 2001) com a administração de 

hormônios. No primeiro dia foi administrado 5 UI (100µL) de Gonadotrofina Coriônica 

Eqüina (eCG) e no terceiro dia 5 UI de Gonadotrofina Coriônica Humana (hCG). 

Posteriormente, foram acasaladas individualmente e observada a formação do “plug” vaginal. 

O mesmo procedimento foi realizado para as fêmeas não-infectadas. 

4.5 OBTENÇÃO DO LEITE MATERNO 
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Entre 10 e 12 dias após o parto, as mães foram separadas dos seus filhotes por ~2 

horas, anestesiadas (Xilazina-0,1µl e Ketamina-0,2 µl) e receberam ocitocina (100 µl -1 UI), 

minutos antes da ordenha. Foi utilizada, sobre as tetas, gaze estéril umedecida com água 

aquecida (~30°C) e posteriormente realizada uma massagem manual. O leite foi coletado (~ 

/animal) e acondicionado em tubos de 

vidro esterilizados. Posterirmente, os tubos foram centrifugados em centrífuga refrigerada 

(25°/4500 rpm - por 20 minutos) (MORIYA et al., 2011). A camada superior de gordura foi 

descartada e a parte solúvel passou por filtração esterilizante e foi estocado (-80ºC). A 

ausência total de células foi verificada com auxílio câmara de Neubauer e Azul de Trypan a 

10%. 

 

4.6 CULTURA DE CÉLULAS ESPLÊNICAS NA PRESENÇA DO LEITE 

MATERNO PARA OS ENSAIOS DE CITOMETRIA DE FLUXO  

Camundongos sem contato com o S. mansoni tiveram seus baços retirados com 15 dias 

(células jovens) e com 6 semanas (células maduras) de idade e colocados em placas de vidro 

por 1h a 37ºC, na presença de colagenase (1 mg/mL, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, 

USA). As suspensões de células esplênicas foram lavadas em RPMI 1640 suplementado com 

5% de Soro Bovino Fetal (SBF) (Sigma-Aldrich), 0,1 mM L-glutamina, 0,5 mM 2-

mercaptoethanol e 1% penicilina e estreptomicina. Após centrifugação (1.500rpm  por 10min. 

/ 4°C), as hemácias foram lisadas pela adição de água estéril ao precipitado por 18 segundos. 

Em seguida, as células foram ressuspendidas em meio RPMI suplementado com 5% de Soro 

Bovino Fetal - SBF (Sigma Chemical, St. Louis, Mo., USA) e mantidas no gelo (10 minutos) 

para deposição dos grumos e, após esse período, transferidos 10mL. Posteriormente, foi 

realizada a contagem das células e o teste de viabilidade, realizados como o auxílio de câmara 

de Neubauer e Azul de Trypan a 10%.  

Após o ajsute da concentração das células (5x10
6
 células/poço), diferentes grupos de 

analises foram delineados: Células Esplênicas sem a presença de Ativadores Policlonais 

(BASAL) e com os ativadores policlonais - Forbol Miristato Acetato – PMA e Ionomicina 

(MITÓGENO). Além disso, os esplenócitos também foram cultivados na presença de PMA e 

Ionomicina e adicionados de Leite de Mães Infectadas pelo S. mansoni (LMI), Leite de 

camundongos Não Infectados (LMNI) e Leite de Fêmeas Não Infectadas adicionado de SEA 
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(LMNI+SEA). Todas as culturas foram incubadas a 37°C em estufa de CO2 humidificada, por 

24hrs.  

4.7 ENSAIO DE CITOMETRIA DE FLUXO PARA IMUNOFENOTIPAGEM 

Suspensões de células esplênicas, sob os diferentes estímulos acima descritos, foram 

coletadas 24 horas após o cultivo, lavadas e submetidas às marcações para identificação e 

contagem dos Linfócitos e Macrófagos, com anticorpos monoclonais conjugados a 

substâncias fluorescentes, específicos para as moléculas de membrana das células: Linfócitos 

T (CD3-PECy5 e CD4-PECy5), Macrófagos (CD14- FITC) e Linfócitos B (CD45R- PECy5). 

O perfil dos linfócitos T foi avaliado pela marcação de anticorpos anti-CD28 (PE), anti-

CD154 (PE), anti-CTLA4 (PE), anti-IL10 (PE) e anti- FoxP3 (PE). Foram avaliados quanto à 

expressão de moléculas co-estimulatórias pela dupla-marcação com anticorpos anti-CD80 

(PE), anti-CD86 (PE) ou anti-CD40 (PE) em macrófagos e nos linfócitos B, sendo esses 

últimos também marcados com anti-IL-10 (PE).  

As células foram adquiridas em FACS Calibur (BD- Pharmingen, San Diego, CA, 

USA), onde 10.000 eventos foram adquiridos por amostra. Os linfócitos foram analisados 

(Cell Quest) quanto a sua Granulosidade (SSC) e tamanhos (FSC) e as APC’s baseadas na sua 

granulosidade e expressão de CD14+ ou CD45R.  

A análise descritiva foi feita da frequência de células duplo-positivas e a diferença 

estatística (ρ<0.05; ρ<0.01; ρ<0.001), entre os estímulos, realizada por análise de variância 

para dados paramétricos (ANOVA), seguida pela comparação múltipla segundo o método de 

Mann–Whitney. Todos os procedimentos foram repetidos três vezes para análise da 

reprodutibilidade dos resultados. 

4.8 PREPARAÇÃO DOS ANTÍGENOS SOLÚVEIS  

Os antígenos solúveis do S. mansoni foram preparados segundo o método descrito por 

Gazzinelli et al. (1983). Os vermes adultos e ovos foram coletados de camundongos Swiss 

Webster infectados com cercárias da cepa SLM e foram ressuspendidos separadamente em 

salina 1,7%, triturados e homogenizados com pistão de teflon (WIRTS, DTL). O homogenato 

resultante foi centrifugado (50.000 g /1 hora a 4°C) e o sobrenadante coletado e dialisado 

contra PBS 0,05M, pH 7,4 (SIGMA. E.U.A), durante 48 horas a 4°C e filtrado em filtro de 

0.45µm (Filter millex -HA- Millipore Produtcs Division, Bedford, MA). Após as dosagens de 
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proteínas dos antígenos de vermes adultos (SWAP) e do ovo (SEA), as soluções antigênicas 

foram fracionadas e conservadas a -20ºC, para uso posterior. 

4.9 SEPARAÇÃO DAS PROTEÍNAS POR ELETROFORESE (SDS-PAGE) E 

SELEÇÃO DE BANDAS 

Um gel unidimensional foi construído para verificação da integridade e identificação 

de peptídeos via espectrometria de massas no Leite de Mães Infectadas. Como controles 

experimentais, também foi realizado gel unidimensional no Leite de Mães Não Infectadas 

adicionados ou não de Antígeno Solúvel do Ovo do S.mansoni. Além disso, também foram 

inseridos antígenos solúveis dos ovos (SEA) e dos vermes adultos (SWAP) nas análises. 

O gel SDS-PAGE (12,5% de poliacrilamida) foi submetido à eletroforese, em uma 

cuba vertical OmniPhor com 20 cm x 20 cm com voltagem constante de 150 V. Foram 

aplicados 40 µg de proteínas totais juntamente com 5 µL de marcador de baixo peso 

molecular (LMW Calibration, GE Life Sciences) e aplicadas no gel. Após a eletroforese, os 

géis foram corados com azul de Coomassie Brilliant R, conforme Candiano et al. (2004) e 

posteriormente digitalizados em scanner ImageScanner III (GE Life Sciences). 

4.10 DIGESTÃO COM TRIPSINA E SEQUENCIAMENTO DOS PEPTÍDEOS 

As bandas selecionadas foram excisadas manualmente dos géis e estocadas a -20 ºC 

em água deionizada. Em seguida, foi realizada a descoloração e remoção de SDS por 

incubação em solução com 50% de metanol e 2,5% de ácido acético por 3 h a temperatura 

ambiente, seguido de desidratação com solução de acetonitrila (100%). Posteriormente, as 

proteínas foram reduzidas com solução de DTT (Ditiotreitol) a 10 mM por 30 minutos, 

alquiladas em solução de IAA a 50 mM (30 minutos). Em seguida, as bandas foram lavadas 

com bicarbonato de amônio a 100 mM e novamente desidratadas com acetonitrila (100%) por 

três vezes. Finalizadas estas etapas, foi adicionada a solução contendo tripsina na 

concentração de 20 ng.µL
-1 

e incubado a 37 ºC em banho seco, overnight, garantindo a 

máxima digestão da proteína. Após um spin, o excesso de tripsina foi removido e transferido 

para um novo tubo. Às bandas foi adicionada a solução de extração (5% de ácido 

trifluoroacético (TFA) em solução com 50% de acetonitrila) e após 40 minutos, em banho de 

gelo, a solução foi retirada e adicionada a solução remanescente de tripsina. Este 

procedimento foi realizado duas vezes, totalizando duas extrações. Por fim, as amostras foram 
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totalmente evaporadas, utilizando evaporadores centrífugos tipo Speed-Vac (Eppendorf) e 

armazenadas a -20 ºC até a realização das análises por espectrometria de massas. 

Os peptídeos obtidos a partir das bandas foram analisados via espectrometria de 

massas para identificação presumível em analisador MALDI-ToF/ToF (Brüker Daltonics), 

localizado no CETENE. Após a eluição dos peptídios concentrados em Solução de Matriz 

(1% ácido α-ciano-4-hidrocinâmico), os espectros de massa foram submetidos à identificação 

presumível pelo programa online MASCOT (http://www.matrixscience.com/), com os 

parâmetros de: busca com digestão por tripsina até um sítio de clivagem ignorado; organismo 

Mus e as modificações pós-traducionais: oxidação em resíduo de metionina como 

modificação variável e carboximetilação. O banco de dados SWISSPROT e NCBInr foram 

consultados para análise das seguintes variáveis: Peptídio, Acesso, Identificação, Anotação 

presumível, Score, e-value, Peso molecular e porcentagem de Identificação.  

 

4.11 CONSIDERAÇÕES ÉTICAS E BIOSSEGURANÇA 

 

Todos os protocolos experimentais realizados neste estudo foram aprovados pela 

Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA-CPqAM/FIOCRUZ) e encontram-se de acordo 

com os Princípios Éticos na Experimentação Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de 

Experimentação Animal (COBEA) os quais são adotados como critérios de avaliação e 

julgamento pela CEUA- CPqAM/FIOCRUZ (ANEXO A). 

http://www.matrixscience.com/
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5 RESULTADOS  

 

5.1 STATUS DE ATIVAÇÃO DOS LINFÓCITOS JOVENS FRENTE AO 

CULTIVO COM LEITE MATERNO DE MÃES INFECTADAS OU NÃO 

INFECTADAS. 

O status de ativação dos Linfócitos T CD3+ pôde ser verificado através da frequência de 

células que expressavam as moléculas CD28, CD154 e CTLA-4. Para as células jovens na Figura 1A, 

foi possível observar maior frequência de células CD3+ expressando a molécula CD28 quando 

cultivadas com o mitógeno, em comparação ao cultivo apenas com o meio de cultura, e não houve 

diferença no número de células CD3+ expressando CD154 ou CTLA-4. Esta frequências não foram 

alteradas após a adição do leite materno de mães não-infectadas. Contudo, frequência de células 

CD3+/CD28+ foi significativamente menor na presença do leite de mãe não infectada adicionado de 

SEA (Mitógeno (2,15%); LMNI+SEA (0,93%)), enquanto que os esplenócitos cultivados na presença 

do Leite de Mães Infectadas apresentam menor frequência de células CD3+CTLA4+ em comparação 

ao Mitógeno (0,87% x 0,29%). Não houve diferença estatística na frequência de células T jovens 

CD3+CD154+, independente do estímulo utilizado (Basal (0,43%); Mitógeno (0,6%); LMI (0,37%); 

LMNI+SEA (0,45%); LMNI (0,4%).  

Os Linfócitos T (CD3+) e os Linfócitos B (CD45R+) foram avaliados quanto a sua capacidade 

de produção da interleucina 10 (IL-10) (Figura 1B). Foi identificada uma aquisição de três vezes mais 

células CD3+IL-10+ quando cultivadas na presença do Mitógeno quando adicionado de Leite de Mães 

Infectadas e um aumento de 2x mais com o Leite de Mães Não Infectadas acrescido do SEA (BASAL 

(0,20%); MITÓGENO (0,20%); LMI (0,63%); LMNI+SEA (0,4%) e LMNI (0,20%). Com relação à 

frequência de células CD45R+/IL-10+, houve um aumento significativo sob o estímulo mitogênico 

que foi semelhante quando adicionados os diferentes leites maternos estudados (BASAL (1,50%); 

MITÓGENO (4,50%); LMI (5,0%); LMNI+SEA (3,0%) e LMNI (4,0%). A figura 1-C desenha a 

frequência de Células T regulatórias (CD4+FoxP3+), foi possível observar a drástica diminuição pela 

presença do leite materno em relação ao estímulo mitogênico, independente da infecção ou adição de 

antígeno parasitário (BASAL (1,17%); MITÓGENO (1,76%); LMI (0,67%); LMNI+SEA (0,42%) e 

LMNI (0,49%)).  

5.2 EXPRESSÃO DE MOLÉCULAS DE CO-ESTIMULATÓRIAS EM 

MACRÓFAGOS E LINFÓCITOS B JOVENS FRENTE AO CULTIVO COM 

LEITE MATERNO DE MÃES INFECTADAS OU NÃO INFECTADAS. 
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A capacidade de apresentação antigênica dos Macrófagos e Linfócitos B imaturos foi avaliada 

através da expressão das moléculas co-estimulatórias (CD80, CD86 e CD40) presentes em suas 

membranas. Na figura 1D, observamos que não houve diferença estatística frequência de células 

CD14+, independe da molécula co-estimulatória analisada, quando cultivadas com o Mitógeno ou com 

os diferentes perfis de leites maternos em comparação ao cultivo apenas com o meio de cultura. 

Diferentemente, para as células CD45R+/CD80+ (Figura 1E) foi observada maior frequência após 

cultivo com Leite de Mães Infectadas (14,0%) em comparação ao Mitógeno (7,0%). Além disso, foi 

identificado um aumento de 2,6 vezes na aquisição das células CD45R+CD40+ quando cultivadas na 

presença do Leite de Mães Não Infectadas (15,85%) em relação ao Mitógeno (6,04%). 
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Figura 1: Caracterização fenotípica de esplenócitos jovens quanto cultivados com mitógeno e com leite materno de mães 

infetadas ou não. Camundongos Swiss webster com 15 dias de vida tiveram seus baços retirados e os esplenócitos cultivados 

por 24h em diferentes condições: Ausência (BASAL) ou presença de estimulador policlonal (MITÓGENO) acrescido aos 

diferentes perfis de leites materno: Leite de Mães Infectadas pelo S.mansoni (LMI), Leite de Mães Não Infectadas (LMNI) e 

LMNI acrescido do Antígeno Solúvel do Ovo (LMNI + SEA). As células foram marcadas com anticorpos conjugados a 

substâncias fluorescentes. O status de ativação dos linfócitos foi verificado através da dupla marcação de linfócitos T CD3+ 

(PECy5) com CD28 (PE), CD154 (PE) e CTLA4 (PE) (A), bem como, os Linfócitos T (CD3+ - PECy5) e Linfócitos B 

(CD45R+ - PECy5) (D) foram marcados para a citocina IL10 (PE) e os Linfócitos T regulatórios (CD4+FoxP3+) também 

foram avaliados (E). As células CD14+ (FITC) (D) e CD45R+ (PECy5) (E) foram marcadas para as moléculas co-

estimulatórias CD80 (PE), CD86 (PE) e CD40 (PE). # p<0,05 em comparação com o BASAL. * p<0,05 em comparação com 

o MITÓGENO. 
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5.3 STATUS DE ATIVAÇÃO DOS LINFÓCITOS MADUROS FRENTE AO 

CULTIVO COM LEITE MATERNO DE MÃES INFECTADAS OU NÃO 

INFECTADAS. 

Com relação ao status de ativação dos Linfócitos T CD3+ maduros, foi verificado que 

entre as células que expressavam as moléculas CD28, CD154 e CTLA-4, esta primeira esteve 

significativamente em maiores números, quando cultivadas com o mitógeno em comparação 

ao cultivo apenas com o meio de cultura (Figura 2A). A presença do Leite de mães Não 

Infectadas (LMNI) adicionados ou não de SEA (LMNI+SEA) induziu uma drástica redução 

no número de células CD3+CD28+, em relação ao cultivo com o Mitógeno ((Basal (1,28%); 

Mitógeno (2,35%); LMI (2,16); LMNI+SEA (0,73%); LMNI (0,53%)). Entretanto, a 

aquisição de células CD3+CD154+ foi muito maior sob cultivo com LMNI+SEA ((Basal 

(0,46%); Mitógeno (0,48%); LMI (0,54%); LMNI+SEA (2,14%); LMNI (0,45%)). Quanto à 

aquisição de células CD3+CTLA4+, foi observada maior frequência quando cultivadas na 

presença do LMI (2,30%), em comparação ao Mitógeno (1,04%).  

Ao avaliarmos a cultura de Linfócitos T e B produtores de IL-10 (Figura 2 B), as 

frequências de células CD3+IL-10+ foram semelhantes entre o basal e os estimulo mitogênico 

com ou sem os diferentes perfis de leite materno (BASAL (0,53%), MITÓGENO (0,26%) 

LMI (0,5%); LMNI+SEA (0,3%); LMNI (0,43%)). A respeito das células CD45R+/IL-10+, 

houve ótima aquisição destas células sob estimulo do mitógeno (6,70%) em relação ao basal 

(2,70%), porém, a presença do leite de mães infectadas levou à forte redução da quantidade 

destas células (LMI 1,79%). O cultivo com LMNI +SEA (4,0%) e com LMNI (4.86%) não 

levou à diferenças significativas quando comparada ao mitógeno. Em relação às Células T 

regulatórias (Figura 2-C), não houve aumento da frequência das células CD4+FoxP3+ após o 

estímulo com mitogeno, porém, a adição dos leite de mães infectadas ou não infectadas, com 

ou sem SEA, levaram ao aumento da frequencia destas células (MITÓGENO (0,265%); LMI 

(1,30%); LMNI+SEA (1,49%); LMNI (0,9%)). 
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5.4 EXPRESSÃO DE MOLÉCULAS DE CO-ESTIMULATÓRIAS EM 

MACROFAGOS E LINFÓCITOS B MADUROS FRENTE AO CULTIVO 

COM LEITE MATERNO DE MÃES INFECTADAS OU NÃO 

INFECTADAS. 

Em relação às células CD14+ e CD45R+ marcados para as moléculas co-

estimulatórias CD80, CD86 e CD40, identificamos maior ou igual frequência desses 

esplenócitos quando cultivadas com o Mitógeno em comparação com o Basal (Figura 2D e 

E). Porém, não foram identificadas alterações estatisticamente significativas na aquisição 

dessas células após a adição do leite materno de mães infectadas ou não-infectadas com ou 

sem SEA 
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Figura 2: Caracterização fenotípica de esplenócitos maduros quando cultivados com mitógeno e com leite materno de mães 

infetadas ou não: Camundongos Swiss webster com 45 dias de vida tiveram seus baços retirados e os esplenócitos cultivados 

por 24h em diferentes condições: Ausência (BASAL) ou presença de estimulador policlonal (MITÓGENO) acrescido aos 

diferentes perfis do leite materno: Leite de Mães Infectadas pelo S.mansoni (LMI), Leite de Mães Não Infectadas (LMNI) e 

LMNI acrescido do Antígeno Solúvel do Ovo (LMNI + SEA). As células foram processadas para marcação com anticorpos 

conjugados a substâncias fluorescentes. O status de ativação das células (A) foi verificado através da dupla marcação de 

linfócitos T CD3+ (PECy5) com CD28 (PE), CD154 (PE) e CTLA4 (PE). As células Apresentadoras de Antígenos (APC’s) 

CD14+ (FITC) (B) e CD45R+ (PECy5) (C) foram marcadas para as moléculas co-estimulatórias CD80 (PE), CD86 (PE) e 

CD40 (PE). Os Linfócitos T (CD3+ - PECy5) e Linfócitos B (CD45R+ - PECy5) (D) foram marcados para a citocina IL10 

(PE) e os Linfócitos T regulatórios (CD4+FoxP3+) também foram avaliados (E). As células CD14+ (FITC) (D) e CD45R+ 

(PECy5) (E) foram marcadas para as moléculas co-estimulatórias CD80 (PE), CD86 (PE) e CD40 (PE). # p<0,05 em 

comparação com o BASAL. * p<0,05 em comparação com o MITÓGENO. 
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5.5 IDENTIFICAÇÃO DOS PEPTIDEOS POR ESPECTROMETRIA DE 

MASSAS  

Fragmentos dos géis foram selecionados, excisados e analisados através da 

espectrometria de massa e identificados, presumidamente, para análise qualitativa das 

proteínas. Foram selecionadas 24 bandas (6,7,8,10,12,13,14,22,38,45,46, 

50,53,57,67,68,71,74,77,79 e 80) obtidas do gel 1D baseados em análises diferencias e com 

intuito de identificar peptidios específicos em cada amostra de leite ou antígenos (Figura 3). 

Após o sequenciamento, foi encontrarado um total de 118 peptídeos, os quais foram 

agrupados de acordo com sua presença nos diferentes estímulos. Observamos que 45 

peptídeos proteínas foram detectadas no LMI, 09 no LMNI+SEA, 17 no LMNI, 31 

provenientes do SEA e 16 do SWAP (dados não mostrados).  

Após comparação no banco de dados Uniprot, as sequencias dos aminoácidos foram 

identificadas e distribuídas em categorias de acordo com o seu processo biológico ou função, 

englobadas em: Transporte Celular, Processos Metabólicos, Estrutural, Modulação da 

resposta imune e Desenvolvimento/Sinalização. A tabela 1 demonstra todas as proteínas 

identificadas, bem como, score, e-value, peso molecular e porcenategem de identificação.  

Como mostra a tabela 1, o LMNI, LMNI+SEA e o SEA apresentaram proteínas que 

estavam associadas a poucas características biológicas. No que se refere ao LMNI, 

observamos a presença de peptídio comumente encontrado em processos estruturais (Alfa 

actina 3). Já para o LMNI+SEA foram identificadas proteínas relacionadas aos processos de 

desenvolvimento/sinalização (Alfa 1 Anti-tripsina 1-3 e Alfa 1 Anti-tripsina 1-1). No SEA, 

além de proteínas envolvidas com processos estruturais (Miosina 9), pôde ser encontradas 

proteínas envolvidas com  processos metabólicos (Glutathione S-transferase). 

Quanto aos antígenos parasitários, a Glutationa S transferase (GST) e o peptídeo 

Miosina 9 foi identificada no SEA, as quais estão relacionados com processos de 

desenvolvimento/sinalização. Com relação ao SWAP, a GST não foi encontrada (tabela 1). 

Contudo, pôde ser observado que apenas no SWAP identificamos proteínas que estavam 

associadas a mais de 01 característica biológica, entre elas, processos metabólicos, trasporte 

celular e desenvolvimento/sinalização (Figura 2B). 

Ao analisarmos as funções dos peptídeos presentes no LMI, verifica-se que as 

proteínas estão relacioanadas, predominantemente, ao transporte celular, processos 

metabólicos, estruturais e modulação da resposta imune (Figura 2A). Destacamos a presença 
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das proteínas, Albumina, Serotranferrina, Alfafetoproteína, Alfa-Actina 3 e 4 e Interleucina 

17F que se apresentaram exclusivamente nesse perfil de leite (Tabela 1). 

 

 

Figura 3: Localização dos fragmentos excisados do gel SDS-PAGE (1D) de Leite Materno de 

camundongos Swiss Webster e de antígenos parasitários do S.mansoni.  (MM ─ Marcador 

Molecular; LMI: Leite de Mães Infectdadas pelo S.mansoni; LMNI + SEA: Leite de Mães 

Não Infectdadas acrescido de Antígeno Solúvel do Ovo do S.mansoni (SEA); LMNI; SEA; 

SWAP: Antígenos solúveis dos Vermes adultos; 1-80: Numeração das bandas do gel). 
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Figura 4: Anotação ontológicas dos peptídeos identificados em Leite de Mães Infectadas pelo 

S.mansoni (LMI) e no Antígeno Solúvel do Verme adulto do S.mansoni (SWAP) utilizando a 

ferramenta Gene Ontology da base de dados UNIPROT 
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Tabela 1: Anotação presumível dos peptídios detectados em secções de SDS-PAGE (1D) de amostras de Leite Materno de camundongos Swiss 

Webster e de antígenos parasitários do S.mansoni.  (LMI: Leite de Mães Infectadas pelo S.mansoni; LMNI + SEA: Leite de Mães Não Infectadas 

acrescido de Antígeno Solúvel do Ovo do S.mansoni (SEA); LMNI; SEA; SWAP: Antígenos solúveis dos Vermes adultos) contra bancos de 

dados (S: SwissProt; G: NCBI). 

Fragmento 

do Gel  
Peptídio 

BANCO 

DE 

DADOS 

Acesso IDENTIFICAÇÃO Anotação Presumível Score 
e-

value 

Peso 

Molecular 
Id% 

4  -LMI 

AADKDTCFSTEGPNLVTR S   ALBU_MOUSE  Albumina Tranporte Celular 63 0.008 70700 24% 

KPVKDFASCHLAQAPNHVVVSR S  TRFE_MOUSE  Serotransferrina Processos Metabólicos 78 
0.0002

7 
78841 28% 

AVLTSQETLFGGSDCTGNFCLFK G gi|74178118  Proteína Não Nomeada Tranporte Celular 77 0.0034 78840 28% 

AADKDTCFSTEGPNLVTR G gi|26341396  Proteína Não Nomeada Tranporte Celular 68 0.029 67013 26% 

5 - LMI 

AADKDTCFSTEGPNLVTR S ALBU_MOUSE  Albumina Tranporte Celular 124 
6.7e-

09 
70700 26% 

AADKDTCFSTEGPNLVTR G gi|26340966  Proteína Não Nomeada Tranporte Celular 124 7e-08  70730 26% 

AADKDTCFSTEGPNLVTR G gi|163310765  Proteína Não Nomeada Tranporte Celular 124 7e-08  70700 26% 

MLLEYTDSSYDEK S GSTM1_MOUSE Glutationa S-transferase Processos Metabólicos 55 0,05 26067 26% 

AADKDTCFSTEGPNLVTR G gi|74137565 Proteína Não Nomeada Tranporte Celular 123 
8.9e-

08 
70740 26% 

AADKDTCFSTEGPNLVTR G gi|26341396  Proteína Não Nomeada Tranporte Celular 116 
4.4e-

07  
67013 26% 

ENPTTFMGHYLHEVAR G gi|191765  Alfafetoproteína Tranporte Celular 81 0.0015 48792 26% 

6 - LMI 

AADKDTCFSTEGPNLVTR S   ALBU_MOUSE  Albumina Tranporte Celular 63 0.008 70700 24% 

AADKDTCFSTEGPNLVTR G gi|26341396  Proteína Não Nomeada Tranporte Celular 73 0.0083 67013 26% 

AADKDTCFSTEGPNLVTR G gi|26340966  Proteína Não Nomeada Tranporte Celular 70 0.017  70730 26% 

AADKDTCFSTEGPNLVTR G gi|163310765  Albumina Tranporte Celular 70 0.017  70700 26% 

AADKDTCFSTEGPNLVTR G gi|74137565 Proteína Não Nomeada Tranporte Celular 70 0.017  70740 26% 

7 - LMI 

TVPWLENRVGEPSMSAMQR S ACTN3_MOUSE  Alfa actina 3 Estrutural 69 0.0022 103605 18% 

TVPWLENRVGEPSMSAMQR G gi|148701128  Alfa actina 4 Estrutural 70 0,019 100172 19% 

AGVPALQKAGNCPPLEDNTVR S IL17F_MOUSE  Interleucina 17F 
Modulação da 

Resposta Imune 
55 0,05 18328 19% 

8 - LMI AQDKAAIQLSELEEEMDQR S RASEF_MOUSE  Domínio Homólogo da Processos Metabólicos 56 0,04 71279 16% 
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proteina Has e EF 

14 - LMI 

AADKDTCFSTEGPNLVTR S   ALBU_MOUSE  Albumina Tranporte Celular 70 0.0016 70700 24% 

AADKDTCFSTEGPNLVTR G gi|26341396  Proteína Não Nomeada Tranporte Celular 73 0.0083 67013 26% 

AADKDTCFSTEGPNLVTR G gi|26340966  Proteína Não Nomeada Tranporte Celular 70 0.017  70730 26% 

AADKDTCFSTEGPNLVTR G gi|163310765  Proteína Não Nomeada Tranporte Celular 70 0.017  70700 26% 

AADKDTCFSTEGPNLVTR G gi|74137565 Proteína Não Nomeada Tranporte Celular 70 0.017  70740 26% 

22 - 

LMNI+SEA 

DQSPASHEIATNLGDFAISLYR S A1AT3_MOUSE Alfa 1 Anti-tripsina 1-3 
Desenvolvimento e 

Sinalização 
64 0,0073 45966 23% 

DQSPASHEIATNLGDFAISLYR S  A1AT1_MOUSE  Alfa 1 Anti-tripsina 1-1 
Desenvolvimento e 

Sinalização 
64 0,0075 46145 23% 

38 - LMNI TVPWLENRVGEPSMSAMQR S ACTN3_MOUSE  Alfa actina 3 Estrutural 69 0,039 103605 18% 

50 - SEA 

HEMPPHIYAITDTAYRSMMQDR S MYH9_MOUSE  Miosina 9 
Desenvolvimento e 

Sinalização 
72 0,0011 227429 10% 

MLLEYTDSSYDEK S GSTM1_MOUSE Glutathione S-transferase Processos Metabólicos 55 0,05 26067 26% 

IAQLEEELEEEQGNTELIND G gi|28277050  Proteína Myh9  
Desenvolvimento e 

Sinalização 
73 0,0093 103452 16% 

67 - SWAP 

TNFDAFPDKVAIQLNDTHPSLAIPE

LMR 
S  PYGM_MOUSE 

Glicogenio fosforilase, 

Forma Muscular 
Processos Metabólicos 136 

4.2e-

10 
97681 35% 

TNFDAFPDKVAIQLNDTHPSLAIPE

LMR 
G gi|6755256 

Glicogenio fosforilase, 

Forma Muscular 
Processos Metabólicos 136 

4.4e-

09 
97681 35% 

74 - SWAP FEQDTSQSMQVLVEIDQVKSR S COG7_MOUSE  
Subunidade 7 conservada 

do Complexo de Golgi 
Tranporte Celular 63 0,008 86645 22% 

77 - SWAP 

TAGEHLGVTFRVEGGELVIAR S MPP2_MOUSE 
Membro 2 da subfamília 

MAGUK  

Desenvolvimento e 

Sinalização 
65 0,0058 61802 19% 

TAGEHLGVTFRVEGGELVIAR G gi|568974714  
Membro 2 da subfamília 

MAGUK  isoforma X1  

Desenvolvimento e 

Sinalização 
66 0,045 63634 19% 

79  -SWAP LFGVSFECFASPLNCYFR S PCIF1_MOUSE 
fator 1 de interação CTD 

fosfolirado 

Desenvolvimento e 

Sinalização 
63 0.0084 81423 16% 
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6 DISCUSSÃO 

O potencial imunomodulador do leite de mães esquistossomóticas já foi demonstrado 

experimentalmente (SANTOS et al., 2010; 2014; SALES et al., 2011), bem como a presença 

de antígenos do S.mansoni em crianças amamentadas em mães infectadas (ATTALLAH et al., 

2003). Aqui, foi avaliado o efeito do leite materno de camundongos esquistossomóticos,  in 

vitro, em células esplênicas sob ativação mitogênica, bem como a descrição da proteômica 

desse leite. Nestas condições, houve uma melhora da capacidade de ativação do linfócitos B e 

linfócitos T, principalmente em células jovens. Além disso, observamos a presença de 

proteínas com distintas funções biológicas que podem ser peptidios também presentes nos 

ovos e vermes adultos. 

Embora tenhamos ciência da ausência das interações celulares e fatores solúveis que 

ocorre no sistema in vivo (JUNIOR et al., 2010), os nossos achados reiteram a importancia da 

amamentação e a presença de seus componetes hidrosolúveis, durante o período neonatal, que 

influenciam em uma resposta imune inflamatória e de produção de anticorpos que facilitam o 

desenvolvimento e maturação do sistema imune nos recém nascidos (FIELD., 2005; 

JAKAITIS;DENNING., 2014; KENT., 2007; LEVY., 2007). O número de proteínas aqui 

identificadas foi consideravelmente menor em comparação aos ensaios realizados com soro de 

indivíduos esquistossomóticos (RIBEIRO., 2012), extrato das diferentes formas evolutivas do 

Schistosoma sp (CHENG et al.,2005; CURWEN et al., 2004; LIU et al., 2006; 

MATHIESON;WILSON., 2011; YANG et al., 2009), leite materno humano (MANGE et al., 

2008) e animal (RONCADA et al., 2012). Contudo, é comumente descrito na literatura 

(MURAKAMI et al., 1998; FORTUNATO et al., 2003; CAVALETTO et al., 2004) uma 

limitação na identificação de peptídios mesmo a partir da indentificação de elevado número 

de bandas, como observado em nosso estudo.  

A proteômica do leite de camundongos, observado no presente estudo, nos revelou 

peptídeos que também já foram descritos no leite materno humano, com funções biológicas 

semelhantes às daqui econtradas (transporte e sinalização celular, processos metabólicos, 

síntese de proteínas e modulação da resposta imune) (PICARIELLO et al., 2012). A presença 

predominante de albumina nas bandas analisadas era esperada, visto que, esse peptídio é 

amplamente descrito na porção desnatada do leite materno (D'ALESSANDRO; SCALONI; 

ZOLLA., 2010; RONCADA et al., 2013). Além disso, dentre outras proteínas aqui 

encontradas, destacam-se a serotransferrina e alfa actina que também já foram descritas como 

* 
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constituintes do leite materno humano (CASADO; AFFOLTER; KUSSMANN., 2009; 

GERMAN; DILLARD; WARD., 2002; RONCADA et al., 2013). 

O cultivo de células jovens pulsadas apenas com mitógeno proporcionou o aumento de 

CD28+ em linfócitos T e indução da produção de IL-10 em linfócitos B, sem alterar a 

expressão de moléculas co-estimulatórias em APC’s. A adição do leite de mães não infectadas 

manteve a ativação do linfócitos T, porém levou à diminuição de células Treg e 

aprimoramento da expressão de moléculas co-estimulatórias CD40 em linfócitos B. A ligação 

CD40-CD40ligante promove a manutenção da ativação das células T através da indução de 

maior expressão de MHCII e moléculas co-estimulatórias CD80, CD86, bem como CD40 

(MA e CLARK., 2009; SUTTLES e STOUT.,2009). Desta forma, participa efetivamente da 

produção dos diferentes isótipos de imunoglobulinas corroborando o efeito do leite materno 

em melhorar a produção de anticorpos. Já o leite oriundo de mães esquistossomóticas parece 

melhorar ainda mais a ativação dos Linfócitos B por mecanismos/moléculas diferentes. De 

fato, a diminuição da frequencia de Linfócitos T CD3+CTLA-4+ junto com aumento no 

número de Linfócitos B CD80+ pode favorece a ligação CD28:CD80, que junto com 

CD28:CD86 leva a apropriada ativação e melhora a produção de anticorpos (BOUR-

JORDAN., 2011; OLIVEIRA et al., 2009; RIHA E RUDD.,2010; SUTTLES e 

STOUT.,2009). Santos et al (2014), em um estudo in vivo demonstraram que a amamentação 

em mães infectadas pelo S.mansoni favorece aumento na frequência de CD40+/CD80+ em 

linfócitos B durante o desenvolvimento imune, corroborando nossos achados. 

A proteomica do leite de camundongos infectados pelo S.mansoni, no presente estudo, 

revelou proteínas com funções distintas. A albumina foi identificada na maioria das bandas 

estudadas e sua presença parece ter influencia não apenas da natureza do leite, mas também 

da infecção parasitária. Outros autores já evidenciaram a presença de um peptídeo, oriundo 

dos ovos desse helminto (Sm-p150/166) que continha homologia com a albumina e 

demonstraram, experimentalmente, uma forte resposta de células T CD4+ e citocinas do perfil 

Th1 e Th2 em resposta a esse peptidio (D'ALESSANDRO; SCALONI; ZOLLA., 2010). 

Outro aspecto relevante foi a presença da Interleucina 17F a qual já foi associada com a 

produção de anticorpos (NAKAE et al., 2002; GHILARDI et al., 2004) e, portanto, pode estar 

relacionada à potencialização da resposta imune humoral anteriormente relatada em animais 

amamentados em camundongos esquistossomóticos (SANTOS et al., 2010; SALES., 2011). 
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Foi possível observar que parte dos componentes parasitários presentes no leite 

materno foi originada dos ovos e dos vermes adultos, uma vez que, identificamos a presença 

de proteínas no leite de mães infectadas que já foram anteriormente descritas em amostras do 

S. mansoni. Entre eles, a Glutationa S Transferase (GST), amplamente descrita na literatura 

como componente presente nos ovos e vermes do S.mansoni (MCNAIR et al., 1993; PIERCE  

et al., 1994; WRIGHT  et al., 1991). Aqui foi identificada não apenas no leite de mães 

infectadas, mas também, ao analisarmos os antígenos solúveis dos ovos, onde identificamos 

um polipetídeo de 26kDa, semelhantemente aos estudos de Tiu et al (1988). Mais 

recentemente, Curwen et al (2004) identificaram a GST (26kDa), entre as proteínas solúveis, 

oriundas de preparação das cercárias, esquistomossômulos, vermes adultos e ovos. 

Diferentemente, o nosso estudo não observou esse peptídeo em extratos solúveis dos vermes 

adultos, o que pode ser associado às condições experimentais, entre elas o método para 

separação das proteínas.  

Outras proteínas que merecem destaque são a Alfa actina 3 e 4 que foram identificados 

em amostras do leite de mães infectadas. Esses resultados sugerem a presença de constituintes 

parasitários no leite de mães esquistossomóticas, visto que, estudo anterior demonstrou a 

presença de actina em preparação das cercárias, esquistomossômulos, vermes adultos e ovos 

(CURWEN  et al., 2004). Reforçando nossos achados, Ribeiro et al (2012) em seu estudo para 

identificar proteínas do verme adulto que eram reconhecido nos soros de indivíduos 

infectados, identificou a presença de actina nessas amostras.  

O SEA tem sua capacidade antigênica dependente das proteínas glicosiladas 

secretados ativamente pelos ovos e os produtos de sua desintegração (HORIUCHI et al., 

2014; OKANO et al., 1999). Experimentos in vitro mostram que o SEA induz uma ativação 

de DC não convencional e com maturação prejudicada (PERONA-WRIGHT; JENKINS; 

MACDONALD., 2006; MACDONALD et al., 2001;  ZACCONE et al., 2003). Realmente, ao 

adicionarmos o SEA junto ao cultivo de Leite de Mães Não Infectadas não houve alteração 

nas APC’s, Linfócitos B ou Macrófagos jovens. Aqui, foi constatada uma menor capacidade 

de ativação dos Linfócitos T, visto que, afetou negativamente a frequencia de células 

CD3+CD28+ (em relação ao cultivo apenas com mitogeno e outros estímulos) e aumentou em 

duas vezes a frequencia de células CD3+IL-10+ (em relação ao cultivo com LMNI), 

sugerindo que embora em menor quantidade, os linfócitos T foram produtores de IL-10. De 

fato, os antígenos presentes nos ovos, bem como, dos vermes adultos (SWAP) tem sido 

demonstrados como estimuladores da produção de IL-10 e comprometidos com a redução no 
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número de células T CD28 (OLIVEIRA et al., 1999; ZOUAIN et al., 2004; ZOUAIN et al., 

2002). 

Vale à pena ressaltar que na presença do leite de mães infectadas, a inibição da 

proliferaçao de células CD3+/CD28+ pelo SEA foi restaurada e com incremento (três vezes) 

na produção de IL-10 por estas células (comparado ao LMNI). Estes resultados apontam que a 

caracterisitica de induzir IL-10 pelo leite materno de mães infectadas seja parcialmente SEA 

dependente. Embora o LMI apresente potencial em induzir IL-10 por linfócitos T, houve 

diminuição de Treg, bem como, melhor capacidade de ativação por Linfócitos B jovens 

podendo haver uma preservação da produção de anticorpos. Neste caso, independente do 

SEA.  

Estudos de proteômica tem revelado que as proteínas do SEA apresentam uma ampla 

variedade de funções e com alvos localizados dentro e fora da célula 

(MATHIESON;WILSON.,2011; ASHTON et al.,2001). Semelhante a estudos anteriores, as 

proteínas aqui encontradas foram previamente descritas na literatura e até elencadas pela 

organização mundial de saúde como potentes candidatos à vacinação (CURWEN et al., 2004; 

RIBEIRO., 2012; CAPRON et al., 2002; CAPRON et al., 2005). No nosso estudo foi 

detectado a presença de 31 peptídeos em amostras de SEA submetidas à espectrometria, mas 

apenas 03 apresentaram significância estatística e, portanto, foram incluídas na análise. 

Observamos que esses peptídeos estão relacionados a processos de 

desenvolvimento/sinalização e com metabolismo. Entre eles, nós destacamos a presença da 

proteina miosina.  Esse peptideo já foi anteriormente descrito nas diferentes formas evolutivas 

do Schistosoma mansoni (CURWEN et al., 2004; MCNAIR et al., 1993; PIERCE et al., 1994; 

WRIGHt et al., 1991; TIU et al., 1988). Contudo, no presente estudo, não identificamos a 

miosina em amostras dos antígenos solúveis dos vermes adultos. Ao ser examinado a 

capacidade das fracções SEA para estimular a proliferação de células T CD4+, isoladas de 

animais infectados pelo S. mansoni, não apenas a Sm-p40, mas, fosfoenolpiruvato-

carboxicinase, peroxiredoxina 1, SmEP25, glutationa S - transferase e P150/166 proteínas 

(albumina) foram identificados. Sendo estas duas últimas aqui também observadas.  

O sistema imune apresenta uma contínua maturação desde o nascimento até os 

primeiros anos de vida (LIAO et al., 2013; GOLDMAN; GOLDBLUM; GARZA., 1983), 

com aquisição de funcionalidade das células e completa capacidade de ativação após a 

primeira infância (BLEWETT et al., 2008; DOWLING; LEVY., 2014; JIANG et al., 2009; 
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WEINER., 2001). O leite materno apresenta concentração progressiva de seus componentes 

imunológicos à medida que a amamentação é prolongada após os seis primeiros meses 

(FIELD et al., 2005; GOLDMAN; GOLDBLUM; GARZA.,1983; KENT et al., 2007; WHO., 

2001). Com base nestes dados, foi realizado ensaios em células maduras com intuito de 

verificar a influencia da idade das células sob o cultivo com Leite de Mães Infectadas.  

O cultivo com mitógeno das células maduras não alterou o perfil já indentificado em 

células jovens (aumento de células CD3+CD28+, CD45R+/IL-10+, sem alterçãos nas 

moléculas co-estimulatórias). Diferentemente, o leite de mães não infectadas levou à menor 

capacidade estimulatória dos linfócitos T refletida pela menor expressão de CD28+ e maior 

presença de células Treg, sem alterações nas APCs. Esse fenômeno parece ser inerente ao 

leite materno e está de acordo com sua capacidade supressora e de tolerancia aos alimentos, 

ingerido na fase mais avançada pós-nascimento, e nas atopias (MELNIK; 

JOHN;SCHMITZ.,2014).  A proteção imunológica via leite materno é atribuída ao caráter 

ambíguo: desenvolvimento do sistema imune e, posteriormente, indução da tolerâcia 

imunológica (LAWRENCE;PANE., 2007; ASPINALL;PRENTICE;NGOM., 2011). Por 

exemplo, pela ação conjunta das citocinas IL-6, IL-10 e TGF-, envolvidas com funções 

imunossupressoras e tolerogênicas (BLEWETT et al., 2008; LEVY., 2007). De modo 

interessante, na presença do Leite de Mães Infectadas o caráter supressor parece ser mediado 

por linfócitos T via a molécula CTLA-4 e manutenção da elevada frequencia de Treg. 

A molécula CD28 proporciona os sinais essenciais para a ativação quando associados 

às moléculas CD80 ou CD86, entre eles, o aumento da sinalização do receptor da célula T 

(TCR), produção de IL-2 e sobrevivência dos linfócitos T (GREENWALD; LATCHMAN; 

SHARPE., 2002; CHIKUMA; BLUESTONE., 2003; ANDRES et al., 2004; MURPHY; 

TRAVERS; WALPORT., 2010). A menor frequência da molécula CD28, na presença do 

Leite de Mães Não Infectadas, poderia estar associada à menor capacidade de realizar o 

segundo sinal de ativação dos Linfócitos T. Em contrapartida, o leite de mães infectadas pode 

favorecer a ligação CTLA-4:CD80/CD86 que induz sinais intracelulares inibitórios. Esse 

efeito é evidenciado em fenótipo de camundongos deficintes de CTLA-4, o quais desevolvem 

uma doneça linfoproliferativa fatal (WATERHOUSE et al., 1995) e a presença e função de 

células Tregs são cruciais para prevenção de autoimunidades (SCHMIDT et al., 2009; 

GARDNER;JEFFERY; SANSOM., 2014). Além disso, já foi evidenciado que a expressão de 

CTLA-4 e repressão da expressão de IL-2 são dois componentes essenciais para conferir o 

fenótipo de Tregs (YAMAGUCHI et al., 2013). Em células maduras, o SEA, embora não leve 
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à melhora da expressão CD28, levou ao ótimo aumento na frequencia de células 

CD3+CD154+. Neste cenário, estes achados nos levam a crer numa compensação da co-

estimulação reduzida via CD28 pelo LMNI, caso seja acrescentado de SEA.  

Com relação aos Linfócitos B, o Leite de Mães Infectadas levou a uma drástica 

diminuição destas células produtoras de IL-10. Esse achado reitera o carácter supressor do 

LMI apenas sob o Linfócito T, visto que há tendência à melhorar a resposta de células B. É 

possível que ocorra um inibição da geração de Linfócitos B regulatórios, conhecido pela 

produção de IL-10 (MIN YANG et al., 2013; YAN SHAO et al., 2014). Aqui, a adição do 

SEA ao leite de mães não infectadas, reestabelece a frequência de Linfócitos B maduros 

produtores de IL-10. Este resultado corrobora o fato de que antígenos do verme são indutores 

de IL-10-producing B cells (MANGAN et al., 2004; AMU et al., 2010).  

Em conjunto, este estudo confirma o efeito dicotômico, estimulador e tolerogênico do 

Leite de Mães Não Infectadas. Esse fenômeno parece ser mediado pela maior ativação dos 

Linfócitos B no início da vida e indução de um perfil de linfócitos T controlador quando 

atinge a maturidade, caracterizando a importância da amamentação prolongada na homeostase 

e prevenção de doenças auto-imunes e alergias (VAN ODJIK et al., 2003; MINISTÉRIO DA 

SAÚDE., 2003). O Leite de Mães Infectadas parece apresentar este efeito dicotômico 

maturidade celular dependente, porém, por mecanismos moleculares diferentes, favorecendo e 

garantindo melhora da resposta imune humoral, através de uma modulção positiva no 

Linfócito B. Destacamos a natureza imunomodulatória dos peptídios aqui identificados, que 

podem atuar na imunidade, seja para antígenos do parasita ou heterólogos, no descendente 

previamente amamentado.  

Embora, a extrapolação de dados obtidos em estudos com animais e in vitro para os 

seres humanos devam ser avaliados cuidadosamente, esses achados são relevantes em áreas 

endêmicas para esquistossomose e reiteram a importância da identificação e caracterização de 

antígenos parasitários, bem como uma avaliação do seu papel na interação parasito-

hospedeiro para uma melhor compreensão dos eventos imunoreguladores. 
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8 CONCLUSÕES DA TESE 

 

Em células jovens: 

 O leite materno propicia uma responssividade dos Linfócitos T através da maior 

expressão de CD28, menor frequência de Treg e maior expressão de CD40 em 

linfócitos B.  

 A infeccção materna favorece a ativação dos linfócitos B jovens em decorrência da 

maior frequência de CD80, menor número de células CD3+CTLA-4+ e CD4+IL10+.  

 A adição de antígeno parasitário ao leite materno altera o status de ativação dos 

Linfócitos T e favorece menor número de células CD3+CD28+ e maior presença de 

CD4+IL10+. 

Em células maduras: 

 Observa-se um carácter controlador do leite materno através da diminuição de 

linfócitos CD3+CD28+ e aumento de Treg.  

 A infecção materna parece intensificar esse carácter controlador, uma vez que, 

aumenta a presença de células CD3+CTLA-4+ induz aumento sustentado de Treg.  

 A adição do SEA ao Leite de Mães Não Infecatadas leva à uma redução importante 

das células CD3+CD28+, embora aumente consideravelmente a presença do CD40L e  

células Tregs. 

 A análise dos peptídeos presentes no leite materno revela que a infecção parasitária é 

capaz de induzir a presença de peptidios originados do S.mansoni com ampla função, 

entre elas, atuações em Transporte Celular, Processos Metabólicos, Estrutural, 

Modulação da resposta imune e Desenvolvimento/Sinalização. 
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ABSTRACT 

Breastfeeding by schistosomiasis mothers alters the immune response of their offspring. Here, 

it was undertaken an in vitro analysis of the breast milk from Schistosoma mansoni-infected 

mothers. Young and mature splenocytes were cultivated with mitogen added to the Milk of 

Infected (MIM) or Non-Infected Mothers (MNIM) or this last plus egg antigen of parasites 

(MNIM+SEA). It was evaluated in T Lymphocytes (CD3+/CD4+) and CD28, CD154, 

CTLA4, IL10 or FoxP3; Macrophages (CD14), B Lymphocytes (CD45R) and CD80, CD86 

or CD40 and IL10 by CD45R+ cells. In young splenocytes, mitogen induced great 

CD3+CD28+ and CD45R+IL10+ cells frequency. MNIM maintained this increase and 

improved CD45R+CD40+, but dropped FoxP3+ cells frequency. MNIM+SEA impaired the 

CD3+CD28+ cell frequency and increased IL10 in these cells. MIM diminished the 

CTLA4+/FoxP3+/CD4+, but improved the IL10+/CD3+ and CD45R+/CD80+ cells 

frequency. In comparison to mitogen, in the mature splenocytes, MNIM and MIM modify the 

CD3+/CD28+ and CD3+/CTLA4+ cells frequency, respectively, and both increased the 

Foxp3+ cells. MIM reduced the CD45R+/IL10+ cells frequency. MNIM+SEA increased 

CD3+/CD154+ cells frequency. These findings emphasized the dichotomous character of 

breast milk (stimulator in young cells and tolerogenic in mature cells) and highlighted the 

milk from infected-mothers as a stimulator of the B cells activation. 

 

Key-Words: Schistosomiasis, Costimulatory Molecules, IL-10, regulatory T cells. 
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INTRODUCTION 

The high prevalence of chronic schistosomiasis in pregnant women and women of 

childbearing age has been widely reported (1,2). In Brazil, the only etiologic agent is 

Schistosoma mansoni (3) which induces a chronic course of the disease, characterized by a 

granulomatous and fibrotic reaction surrounding the eggs of the parasite trapped in the liver 

and intestine, due to immunomodulation dependent on the Th2 lymphocyte (IL4, IL5, IL10, 

IL13) and regulatory T cells (Tregs) (IL10, TGF-β) (4,5,6).  

This immunological status of a mother with schistosomiasis is capable of altering the 

long term immune response of her offspring (7-14). Among these studies, the effect of 

pregnancy was considered experimentally and separate from breastfeeding in mothers with 

schistosomiasis, in the immune response to the heterologous antigen, ovalbumin (OVA) 

(13,14). It was observed that schistosomotic pregnancy results in an immunosuppressive 

potential in offspring. In contrast, breastfeeding induced significant anti-OVA antibodies 

responsiveness and IL-2 production and repaired the inhibitory potential acquired during the 

prenatal stage. Additionally, breastfed offspring improved antigen presentation by B cells 

through an increase in the expression of the costimulatory molecules CD40 and CD80 (14).  

The functionality of antigen-presenting cells (APC’s) is acquired with age, and their 

maturation status directly influences their antigen-presenting capacity and stimulatory effects 

(15-18). Breast milk has soluble factors such asIL-6, IL-7, IL-8, IL-10, TNF-α, IFN-γ and 

TGF- which are important as precursors of the immunity of the newborn (19,20,21) aiding in 

the maturation of system cells. Furthermore, the presence of immunoglobulins, IgA and IgG 

are potent stimulators of the development of the B cell line (21,22). In this context, the breast 

milk of schistosomotic mothers can act as a potent immunomodulator due to the presence of 

parasitic antigens or anti-parasite antibodies (23,24). Indeed, Colley et al., 1999 showed that 
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the IgG anti-SEA can positively influence the production of antibodies in offspring and is 

involved with the negative modulation of granuloma. Studies demonstrate that the Lacto-N-

Fucopentose III (LNFP-III) glycan present in the soluble egg antigen of S. mansoni (SEA), as 

well as, in human breast milk, encourages the proliferation of B cells and induces the 

production of  immunomodulatory cytokines by these cells (23,24). 

It is known that the expression of molecules on the membrane of the T lymphocytes 

and the intracellular signals configures different immune activation status. CD28 and CTLA-4 

induce inhibitory and stimulatory signals, respectively, when bound to the molecules CD80 

(B7.1) or CD86 (B7.2) in the APC’s (B lymphocytes, macrophages and dendritic cells) 

(25,26,27). Meanwhile, the CD154 molecule interacts with the CD40, present on the surface 

of the APC’s, in order to trigger the effector functions of cell-mediated immunity with 

improved antigen capture and presentation (28-32). In this way, the frequency of these 

markers on the surface of the T lymphocytes and APC’s can influence the immune response 

development. Another important immunological profile is the production of IL-10 by the T 

and B lymphocytes, as well as, the clonal expansion of the regulatory T lymphocytes, where 

its importance in maintaining tolerance and its performance during infection by S. mansoni 

has already been established (33,34,35).  

Based on the findings above, the effect of milk from infected mothers, compared to 

breast milk from non-infected mothers, on the expression of the activation molecules, on 

young and mature T lymphocytes or APC’s on must be considered. For this, young and 

mature splenocytes were cultivated with mitogen added to the Milk of Infected Mothers 

(MIM), Milk of Non-Infected Mothers (MNIM) or Milk of Non-Infected Mothers plus 

soluble egg antigens of parasites (MNIM+SEA). Double labeling was performed for flow 

cytometry: T Lymphocytes (CD3+ or CD4+) and CD28, CD154, CTLA4, IL-10 or FoxP3; 

Macrophages (CD14) and B Lymphocytes (CD45R) and CD80, CD86 or CD40 and IL-10 by 
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CD45R+ cells. In this way, it could be confirmed that the breast milk has a dichotomous 

character, depending on the type of cell maturity: stimulating humoral immune response in 

young cells and functioning as a controller in mature T lymphocytes. Meanwhile, the milk of 

schistosomotic mothers induced the same profile, but it improved the B cells activation 

ability. These findings support the importance of breastfeeding in endemic areas and of the 

manipulation of immune response, in early stage of life, by parasite antigen in order to 

improving the immunity outcome 

MATERIALS AND METHODS  

Animals and infection by S. mansoni 

Four-week-old female Swiss Webster mice were infected percutaneously with 20 

cercariae of the São Lourenço da Mata strain of Schistosoma mansoni. On the 45
th

 day 

following infection, fecal parasitology was performed (36) and only females with low load of 

infection (~15 eggs; ~four worm couples) were selected. This protocol of infection mimics the 

parasitological aspects of the population in areas endemic for schistosomiasis. Later, the 

estrus of these mice were synchronized [37] and the animals mated in the oviposition period, 

on the 60
th

 day following infection, where immunomodulation of schistosomiasis was 

observed (4,13). 

The mice were housed in the animal care facility at the Aggeu Magalhães Research 

Center, Oswaldo Cruz Foundation, Recife, PE, Brazil. The experimental procedures were 

approved by the Ethics Commission for Animal Experimentation (No 25/2011- 

CEUA/CPqAM). 

Obtaining of breast milk 
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Breast milk was obtained between ten and 12 days following delivery, by manual 

milking. The females were anesthetized (Xylazine-0.1µl and Ketamine-0.2 µl) and were given 

oxytocin (100 µl -1 UI), minutes before milking. The milk was collected (~ 200L/ animal) 

and placed in sterile glass tubes, then centrifuged (25°/4500 rpm - for 20 minutes). The upper 

fat layer was discarded and the soluble portion passed through sterilizing filtration and stored 

(-80ºC). The total absence of cells was verified using a Neubauer camera and 10% Trypan 

Blue. 

Cultivation of spleen cells in the presence of breast milk for flow cytometry. 

Mice without contact with S. mansoni had their spleens removed after 15 days (young 

cells) and after six weeks (mature cells) of age and placed on glass plates for 1h at 37ºC, in 

the presence of collagenase (1 mg/mL, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA). The 

suspensions of spleen cells were washed in RPMI 1640 supplemented with 5% of Fetal 

Bovine Serum (FBS) (Sigma-Aldrich), 0.1 mM L-glutamine, 0.5 mM 2-mercaptoethanol and 

1% penicillin and streptomycin. Subsequently, the cells (5x10
6
 cells/well) were pulsed with 

polyclonal activators - Phorbol Myristate Acetate – PMA and Ionomycin (MITOGEN) with 

added: Breast Milk Infected with S. mansoni (MIM), Breast Milk from Non-infected Mice 

with added SEA (MNIM+SEA) and Milk from Non-infected Mice (MNIM). Cells were also 

cultivated with culture medium only (BASAL). The cells were incubated at 37°C in a 

humidified CO2 greenhouse for 24hrs.  

Immunophenotyping Assay 

Suspensions of young and mature cells subjected to the different stimuli were 

collected 24 hours after cultivation, washed, and subjected to marking for identification and 

counting of Lymphocytes and Macrophages, with monoclonal antibodies conjugated with 

fluorescent substances specific for cell membrane molecules: T Lymphocytes (CD3-PECy5 
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and CD4-PECy5), Macrophages (CD14- FITC) and B Lymphocytes (CD45R- PECy5). The 

profile of the T lymphocytes was evaluated by marking of the anti-CD28 (PE), anti-CD154 

(PE), anti-CTLA4 (PE), anti-IL10 (PE) and anti- FoxP3 (PE) antibodies. They were evaluated 

for expression of co-stimulatory molecules by double-staining with the anti-CD80 (PE), anti-

CD86 (PE) or anti-CD40 (PE) antibodies in macrophages and B lymphocytes, the latter being 

also labeled as anti-IL-10 (PE).  

The cells underwent flow cytometry (FACS Calibur (BD- Pharmingen, San Diego, 

CA, USA)) with the acquisition of 10,000 events per sample. The lymphocytes were analyzed 

(Cell Quest) both for Granularity (SSC) and size (FSC) and the APC’s were evaluated based 

on their granularity and expression of CD14+ or CD45R. Descriptive analysis was made of 

the frequency of the double positive cells and statistical difference (ρ<0.05; ρ<0.01; ρ<0.001), 

between stimuli, performed by analysis of variance for parametric data (ANOVA), followed 

by multiple comparison in accordance with the Mann–Whitney method. All the procedures 

were repeated three times to analyze reproducibility of results. 

RESULTS  

Status of activation of young lymphocytes when cultured with breast milk of infected 

and non-infected mothers. 

The activation status of T Lymphocytes CD3+ could be analyzed by the frequency of 

cells expressing the CD28, CD154 and CTLA-4 molecules. For the young cells in Figure 1A, 

a greater frequency of CD3+ cells expressing the CD28 molecule was observed when 

cultivated with mitogen, in comparison with those cultivated only with the culture medium. 

There was no difference in the number of CD3+ cells expressing CD154 or CTLA-4. These 

frequencies did not change after the addition of breast milk from non-infected mothers. 

However, the frequency of CD3+/CD28+ cells was significantly lower in the presence of milk 
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from non-infected mothers with added SEA (Mitogen=2.15%; MNIM+SEA=0.93%). In 

contrast, the splenocytes cultivated in the presence of breast milk from infected mothers had a 

lower frequency of CD3+CTLA4+ cells than with Mitogen (Mitogen=0.87%; 

MNIM+SEA=0.29%). There was no statistical difference in the frequency of young T cells 

CD3+CD154+, irrespective of the stimulant used (BASAL=0.43%; MITOGEN=0.60%; 

MIM=0.37%; MNIM=0.40%; MNIM+SEA=0.45%).  

The T Lymphocytes (CD3+) and the B Lymphocytes (CD45R+) were evaluated for 

their IL-10 production capacity (Figure 1B). A three-fold increase of CD3+IL-10+ cells was 

observed upon stimulus of breast milk from infected mothers, in comparison to mitogen only. 

There was a two-fold increase with MNIM+SEA stimulation in relation to BASAL 

(BASAL=0.20%; MITOGEN=0.30%; MIM=0.90%; MNIM=0.20%; MNIM+SEA=0.6%). 

For CD45R+/IL-10+ cells, there was a significant increase using the mitogenic stimulus. This 

increase was similar for the different types of breast milks (BASAL=1.50%; 

MITOGEN=4.50%; MIM=5.0%; MNIM=4.0%; MNIM+SEA=3.0%). Figure 1C shows that 

the frequency of CD4+FoxP3+ cells was drastically reduced in the presence of breast milk, 

when compared to the mitogen, irrespective of the infection or the addition of parasitic 

antigen (BASAL=1.17%; MITOGEN=1.76%; MIM=0.67%; MNIM=0.49% and 

MNIM+SEA=0.42%). 

Expression of costimulatory molecules in young Macrophages and B Lymphocytes upon 

cultivation with breast milk of infected and non-infected mothers. 

The antigen presentation capacity of immature Macrophages and B Lymphocytes was 

evaluated by the expression of costimulatory molecules (CD80, CD86 and CD40). Figure 1D 

shows that there was no statistical difference in the frequency of CD14+ cells for the 

costimulatory molecule analyzed, whether cultivated with Mitogen or with different types of 
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breast milk. In contrast, a greater frequency of CD45R+/CD80+ (Figure 1E) cells was 

observed in MIM cultivation (14.0%) than with Mitogen (7.0%). Additionally, acquisition of 

CD45R+CD40+ cells was 2.6 times greater when cultivated in the presence of MNIM 

(15.85%) compared to Mitogen (6.04%). 

Status of activation of mature lymphocytes when cultured with breast milk of infected 

and non-infected mothers. 

In terms of the activation of mature T CD3+ Lymphocytes, it was found that among 

the molecules CD28, CD154 and CTLA-4, the former was present in significantly greater 

numbers when cultivated with mitogen only (Figure 2A). Upon MNIM or MNIM+SEA 

stimulation there was a drastic reduction in the number of CD3+CD28+ cells, compared to 

cultivation with Mitogen (BASAL=1.28%; MITOGEN=2.35%; MIM=2.16%; MNIM=0.53% 

;MNIM+SEA=0.73%). However, the acquisition of CD3+CD154+ cells was much greater 

when cultivated with MNIM+SEA (BASAL=0.46%; MITOGEN=0.48%; MIM=0.54%; 

MNIM=0.45%; MNIM+SEA=2.14%). For CD3+CTLA4+ cells, there was a higher frequency 

when cultivated in the presence of MIM (2.30%) in relation to Mitogen (1.04%).  

In regards to CD3+IL-10+ cells (Figure 2B), the frequency was similar among the 

basal and stimulus with Mitogen or with different types of breast milk (BASAL=0.47%; 

MITOGEN=0.26%; MIM=0.5%; MNIM=0.43%; MNIM+SEA=0.3%). For CD45R+/IL-10+ 

cells, there was a significant acquisition of these cells under the stimulus with mitogen 

(6.70%) in comparison to basal (2.70%), but the presence of milk from infected mothers 

produced a reduction of these cells (MIM 1.79%). Cultivation with MNIM or MNIM+SEA 

did not result in significant differences in comparison with mitogen. In relation to regulatory 

CD4+FoxP3+ cells (Figure 2C), there was increase in the frequency after the addition of 
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breast milk from infected or non-infected mothers, with or without SEA (BASAL=0,47; 

MITOGEN=0.26%; MIM=1.27%; MNIM=1.0%; MNIM+SEA=1.49%;). 

Expression of costimulatory molecules in mature Macrophages and B Lymphocytes 

upon cultivation with breast milk of infected and non-infected mothers. 

In relation to CD14+ and CD45R+ cells marked for costimulatory molecules CD80, 

CD86 and CD40, there were statistical difference in the acquisition of these cells after the 

addition of the breast milk of infected or non-infected mothers, with or without SEA (Figure 

2D and E).  

DISCUSSION 

The neonatal period is vital for the development of the immune system and exposure 

to antigens during this stage of life may result in changes to the immunity effect (15,38,18). 

Maternal schistosomotic infection during the breastfeeding period altered the long-term 

humoral and cell immune response of offspring (7,8,10,13,14). The present study evaluated, 

in vitro, the effect of breast milk of mothers infected with S. mansoni, in spleen cells 

undergoing mitogenic activation. In these conditions, there was an increase in the activation 

capacity of B and T lymphocytes, most notably in young cells. 

Although in the absence of cellular interactions and soluble factors that occur in the in 

vivo system (38), the findings of the present study reiterate the importance of water-soluble 

components in the maternal milk for an appropriate inflammatory response and antibody 

production (39,40). The growth of young cells pulsated with mitogen resulted in an increase 

of CD28+ on T lymphocytes and induced the production of IL-10 in B lymphocytes, without 

affecting the expression of costimulatory molecules in APC’s. The addition of milk from non-

infected mothers maintained the activation of T lymphocytes, but led to a reduction of Treg 

cells and an increase in the expression of CD40 costimulatory molecules on B lymphocytes. 
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The CD40:D40-ligand interaction promotes the maintenance of T cell activation, as it 

upregulates expression of MHC class II molecules and co-stimulatory molecules CD80 and 

CD86, as well as, CD40 itself (30,41). In this way, it participates effectively in the production 

of different isotypes, via switching, which corroborates the effect of breast milk in improving 

the production of antibodies. Interestingly, breast milk from schistosomotic mothers seems to 

improve much more the activation of B Lymphocytes, but by other molecules. Indeed, the 

reduction of the frequency of CTLA-4+ T lymphocytes together with an increase in the 

number of CD80+ B lymphocytes favors the CD28:CD80 interaction, which together with 

CD28:CD86 induces an appropriate activation and increases the production of antibodies 

(25,26,27,42). Santos et al (2014) (14), in an in vivo study, demonstrated that suckling by S. 

mansoni-infected mothers improved antigen presentation by B cells in adult offspring during 

the immune response to a non-related antigen. The authors observed that breastfeeding in 

infected mothers encouraged increased early frequency of CD40+/CD80+ B cells, during the 

development of immunity, corroborating ours findings. 

SEA has an antigenic capacity dependent on glycosylated proteins secreted actively by 

eggs and its disintegration products (43,44). In vitro experiments showed that SEA induced 

non-conventional activation of DC and impaired maturation, characterized by minor up-

regulation of MHC Class II and no significant up-regulation of other hallmarks of maturation 

( CD80, CD86, CD40 or CD154 and pro-inflammatory cytokine (45,46,47). In truth, 

following the addition of SEA to the cultivation of Breast Milk from Non-infected Mothers 

there was no alteration in the APC’s, young B Lymphocytes or Macrophages. In contrast, 

there was a reduced T Lymphocyte activation capacity due to negative effect on the frequency 

of CD3+CD28+ cells (in comparison to mitogen and others stimulus) and a two-fold increase 

in the frequency of CD3+IL-10+ cells (in comparison with MNIM stimulus). In agreement to 

these findings, the antigens present in the eggs or in soluble adult worm antigen have been 
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identified as stimulators of the production of IL-10 and involved in the reduction of the 

number of T CD28 cells (48,49). 

It should be stated that in MIN culture there was a threefold increase in the production 

of IL-10 by T lymphocytes (when compared to MNIM). These results indicate that the ability 

of inducing IL-10 by MIN is partially SEA dependent. In spite of this the proliferation of 

CD3+/CD28+ cells by SEA was restored by MIM. In addition, the MIM induced a reduction 

in Treg and incremented young B lymphocyte activation capacity, suggesting a possible 

preservation of antibody production in a SEA independent manner. It is therefore important to 

analyze the parasitic components, as well as, the action of antibodies and cytokines of the 

MIM. Such analysis is currently being undertaken in our laboratory.  

The immune system has a continuous maturation process from birth to the early years 

of life (50,51), with the full activation capacity after early childhood (17-20). Breast milk 

provides progressive concentration of the immune components depending on to what extent 

breastfeeding is prolonged after the first six months (52,53). Based on this data, mature cells 

were analyzed in order to verify the influence of the cell age upon Milk from Infected 

Mothers cultivation.  

Cultivation of mature cells with mitogen did not alter the profile previously identified 

in young cells (increase in CD3+CD28+, CD45R+/IL-10+ cells, without alterations in 

costimulatory molecules). In contrast, the milk of non-infected mothers resulted in a reduced 

stimulatory capacity of T lymphocytes showed by decreasing CD28+ expression and greater 

presence of Treg cells. This phenomenon appears to be inherent to breast milk and 

corroborates its suppressive capacity and tolerance to foods ingested in the most advanced 

stage after birth, and to atopies (54). Immunological protection via breast milk has an 

ambiguous character: it is essential to the development of the immune system, and 
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subsequently induces of immune tolerance (39, 40, 55). Interestingly, in the presence of 

Breast Milk of Infected Mothers the suppressor characteristic seems to be mediated by T 

lymphocytes via the CTLA-4 molecule and maintenance of an elevated Treg frequency. 

The CD28 molecule provides essential activation signals when associated with CD80 

or CD86 molecules, including increased T cell receptor signaling (TCR), IL-2 production and 

survival of T lymphocytes (56, 57,58). The lowest frequency of the CD28 molecule, in the 

presence of MIM, could be associated with reduced ability to perform the second activation 

signal of T Lymphocytes. Alternatively, the MIM may favor CTLA-4:CD80/CD86 binding, 

which induces inhibitory intracellular signals for controlling of lymphoproliferation (59) and 

are critical for Treg function (60). The SEA did not improve CD28 expression, but it led to a 

significant increase in cell frequency CD3+CD154+. Such findings suggest that could there is 

a compensation of costimulation reduced via CD28 by MNIM, if added to SEA. With respect 

to B Lymphocytes, the addition of SEA to milk of non-infected mothers did not impair 

frequency of mature B Lymphocytes producers of IL-10. In contrast, the MIM favored to a 

remarkable reduction of IL-10-producing cells. This finding suggests a suppressive action of 

the MIM on T lymphocytes only, as there was a tendency to improve B cell response.  

Overall, the present study corroborates the dichotomy in stimulating and the 

tolerogenic effects of maternal milk. This phenomenon appears to be mediated by 

improvement of the activation of B Lymphocytes early in life and the induction of 

suppressive ability in T lymphocyte when maturity is reached. This finding support the 

importance of prolonged breastfeeding for homeostasis and prevention of autoimmune 

diseases and allergies (54). Milk of infected mothers exhibited this cellular age-dependent 

dichotomous effect, however, by different molecular mechanisms. Besides of this, it 

encourages and ensures the humoral immune response by improving B lymphocytes 

activation. Although care should be taken with the extrapolation of data from in vitro and 
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animal studies, the results highlight the importance of contact with parasite antigens, in early 

life, in order to increase immunity to extracellular bacteria and vaccine antigens. 
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Fig 1: Phenotypic characterization of young splenocytes cultived with mitogen (MITOGEN) added to the Milk 

to Infected Mothers (MIM), Milk of Non-Infected Mothers (MNIM) or MNIM added of soluble egg antigens 

(MNIM+SEA), as well as those without in vitro stimulus (BASAL). Double cell labeling was performed for flow 

cytometry: T lymphocytes (CD3 or CD4) marked with  CD28, CD154 and CTLA4 (A). T lymphocytes (CD3) 

and B lymphocytes (CD45R) (B) have been marked for cytokine IL10 and regulatory T lymphocytes (CD4/ 

FoxP3) were also evaluated (C). Macrophages (CD14) (D) and B Lymphocytes (CD45R) (E) were labeling with 

costimulatory molecules CD80, CD86 and CD40. 
#
P <0.05 compared to basal. * P <0.05 compared with the 

mitogen. 
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Fig 2: Phenotypic characterization of mature splenocytes cultived with mitogen (MITOGEN) added to the Milk 

to Infected Mothers (MIM), Milk of Non-Infected Mothers (MNIM) or MNIM added of soluble egg antigens 

(MNIM+SEA), as well as those without in vitro stimulus (BASAL). Double cell labeling was performed for flow 

cytometry: T lymphocytes (CD3 or CD4) marked with  CD28, CD154 and CTLA4 (A). T lymphocytes (CD3) 

and B lymphocytes (CD45R) (B) have been marked for cytokine IL10 and regulatory T lymphocytes (CD4/ 

FoxP3) were also evaluated (C). Macrophages (CD14) (D) and B Lymphocytes (CD45R) (E) were labeling with 

costimulatory molecules CD80, CD86 and CD40. 
#
P <0.05 compared to basal. * P <0.05 compared with the 

mitogen. 
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ABSTRACT 

The high prevalence of chronic schistosomiasis in pregnant women and women of 

childbearing age has been widely reported. Breastfeeding by mothers with schistosomiasis is 

capable of altering the long term immune response of offspring. The aim of this study was to 

describe the proteomics of milk from mice infected with Schistosoma mansoni and to 

compare this milk with the profile of milk of uninfected mothers, with or without the addition 

of parasite antigens. Female mice were infected (or remained uninfected) with S. mansoni (20 

cercariae) and on the 12
th

 day after delivery, the milk was collected, processed and stored for 

analysis. Additionally, soluble egg antigens (SEA) and soluble adult worm antigen 

preparation (SWAP) were obtained for analysis. A one-dimensional gel was made and the 

bands obtained from infected breast milk and non-infected breast milk, with or without the 

addition of SEA, were processed for analysis by mass spectrometry. Additionally, the parasite 

antigens SEA and SWAP were included in the analysis. The breast milk of mothers with 

schistosomiasis presented peptides related to the presence of S. mansoni and variability of 

function. The immunomodulatory nature of the peptides identified in the present study 

(Interleukin 17F, Glutathione-S-Transferase) should be noted, as these can act in the immune 

process of breastfed offspring, whether for parasite antigens or heterologous antigens. These 

findings are relevant for areas in which schistosomiasis is endemic and emphasize the 

importance of the identification and characterization of parasite antigens and the evaluation of 

their role in parasite-host interaction in the early stages of life, in order to obtain a better 

understanding of immunoregulatory events. 

 

Key-Words: Proteomics, Schistosoma mansoni, Milk Proteins, Antigens. 
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INTRODUCTION 

There are approximately 10 million pregnant women and 40 million women of 

childbearing age chronically infected with schistosomiasis in areas where the disease is 

endemic [1,2]. In Brazil, the only etiologic agent of schistosomiasis is Schistosoma mansoni 

[3] which induces a chronic course of the disease, characterized by intense 

immunomodulation [4,5,6]. Maternal schistosomotic infection during the breastfeeding period 

alters the long-term humoral and cell immune response of offspring [7,8,9,10]. With respect 

to breastfeeding among the offspring of schistosomotic mice, there was significant 

responsiveness to anti-OVA antibodies and IL-2 production, and repair of the inhibitory 

potential acquired during the prenatal stage [11]. Additionally, breastfed offspring had 

improved antigen presentation ability by B cells [12].  

It is known that human breast milk is made up of proteins, fats, carbohydrates, 

minerals, electrolytes, trace elements, vitamins and water [13]. It also has bioactive 

compounds that are important as precursors of immunity of newborns [14,15,16,17]. With 

regard to the proteomics of murine milk proteomics, the presence of peptides such as casein 

(α fractions, β and γ), albumin and lactoferrin has been suggested [18]. However, these 

findings have not been fully or reliably described, with little data available and results varying 

according to methodology.  

It is known that the milk of mothers with schistosomiasis has the potential to alter the 

degree of immune competence of offspring, due to the presence of parasite antigens or anti-

parasite antibodies [19,20]. Colley et al., 1999 [9] found that lactating mice given a specific 

antibody for the soluble egg antigens of Schistosoma (SEA) and infected in adult life, had 

increased anti-SEA antibody production. Other authors have highlighted the presence of 

carbohydrates on the surface of Schistosoma eggs, particularly the pentasaccharide Lacto-N-

Fucopentaose III (LNFPIII) which is also present in human breast milk and has 

immunomodulatory capacity [20]. Other authors also observed improved antigen presentation 

of B lymphocytes in animals breast-fed by mothers with schistosomiasis [12]. Although this 

stimulatory ability has been previously described, the protein constituents present in the milk 

of schistosomiasis mice remain unclear.   

Over the last two decades, proteomics has become a fundamental research tool for 

scientists because of their use in protein characterization and biomarker discovery [21]. The 

technique had been used to identify schistosome proteins from complex samples such as 
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tegument secretion [22,23,24,25] and gender [28]. In a study aiming to identify proteins in 

different life stages of Schistosoma mansoni, Curwen et al (2004) [27] analyzed soluble 

peptides derived from the preparation of cercariae, schistosomula, adult worms and eggs by 

2D gel electrophoresis. The 40 most abundant spots in each gel were selected for detailed 

investigation and a notable similarity between the different life cycles was observed.  

Because of the role of egg antigens in regulating the cytokine environment and the 

subsequent immunopathology of schistosomiasis [28], identifying the components is of 

considerable importance. These antigens are comprised of hundreds of proteins and 

glycoconjugates, with about 30 elements, which vary in their molecular weight (10 to 200 

kDa) and include those that are actively secreted by the eggs or by their disintegration 

products [28]. One of the most abundant proteins of SEA is the 40kDa polypeptide (Sm-p40), 

which represents approximately 10% of the constitution of this antigen [29]. By examining 

the ability of SEA fractions to stimulate proliferation of CD4+ Th cells isolated from S. 

mansoni infected mice, not just Sm-p40, but also p150/166 (albumin), phosphoenolpyruvate 

carboxykinase, glutathione S-transferase (GST)-(28 K), peroxiredoxin 1, and SmEP25 

proteins have been identified [30]. A more recent study reported the presence of secretory 

glycoproteins identified as (IPSE) / alpha-1 and omega-1 [31].  

Therefore, the milk of mothers with schistosomiasis has the potential to modulate the 

immune response of their offspring. At the same time, many questions concerning murine 

milk protein expression, structure and modifications remain unanswered. The present study 

described the proteomics of milk from mice infected with Schistosoma mansoni and 

compared this milk to the profile of milk from mothers without schistosomiasis, with and 

without the addition of parasite antigens. The results demonstrate that milk from mothers with 

schistosomiasis includes peptides with various functions. These are related to the presence of 

proteins originating from S. mansoni and are associated with immune processes, including the 

modulation of homologous antigens and the enhancement of the humoral immune response.  

 

MATERIALS AND METHODS  

Animals and infection with S. mansoni 

In order to mimic the parasitological aspects of this population in areas of northeastern 

Brazil where schistosomiasis is endemic, four-week-old female Swiss Webster mice were 
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infected percutaneously with 20 cercariae of the São Lourenço da Mata (SLM) strain of 

Schistosoma mansoni. On the 45th day following infection, fecal parasitology was performed 

[32] and only females with low confirmed levels of infection (~15 eggs; four worm couples) 

were selected. Later, the estrus of these mice were synchronized [33] and the animals mated 

in the oviposition period on the 60
th

 day following infection, where immunomodulation of 

schistosomiasis was observed, according to procedures widely used by the authors of the 

present study [11]. 

The animals were supplied by the vivarium of the Centro de Pesquisa Aggeu 

Magalhães (CPqAM/FIOCRUZ) and the laboratory procedures were performed in the 

Laboratório de Genômica e Proteômica de Plantas (Departamento de Genética – UFPE) and 

the Centro de Tecnologias Estratéticas do Nordeste (CETENE). The experimental protocols 

were approved by the Ethics Commission for Animal Experimentation (CEEA/UFPE: 25 

/2011). 

Collection and preparation of maternal milk 

Maternal milk was obtained between ten and 12 days following delivery by manual 

milking. The females were anesthetized (Xylazine-0.1µl and Ketamine-0.2 µl) and were given 

oxytocin (100 µl -1 UI) a few minutes before milking. The milk was collected (~ 

200L/animal) and placed in sterile glass tubes, then centrifuged (25°/2500 rpm - for 20 

minutes). The upper fat layer was discarded and the soluble portion passed through sterilizing 

filtration and stored (-80ºC). The total absence of cells was verified using a Neubauer camera 

and 10% Trypan Blue. 

Preparation of Soluble Antigens  

Soluble antigens of S. mansoni were prepared according to the method described by 

Gazzinelli et al. (1983) [35]. Swiss Webster mice were infected with 100 cercariae of the SLM 

strain and after 60 days of infection, perfusion was performed for removal of the adult worms 

present in the portal vein and inferior mesenteric arteries, and the livers to recover eggs. The 

adult worms and eggs were resuspended separately in 1.7% saline, crushed and homogenized 

with a Teflon piston (WIRTS, DTL). The resulting homogenate was centrifuged (50,000 g /1 

hour at 4°C) and the supernatant collected and dialyzed against PBS 0.05M, pH 7.4 (SIGMA. 

USA), for 48 hours at 4°C and filtered with 0.45µm filter (Filter Millex -HA- Millipore 

Products Division, Bedford, MA). After the doses of the soluble adult worm antigen 
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preparation (SWAP) and the soluble egg antigen (SEA) were applied, the antigenic solutions 

were fractionated and stored at -20ºC, for later use. 

Separation of proteins by electrophoresis (SDS-PAGE) and band selection 

A one-dimensional gel was created to verify the integrity and identification of peptides 

via mass spectrometry of the milk of infected mice. As experimental controls, a one-

dimensional gel was also created in the Milk of Uninfected Mothers, with or without the 

soluble egg antigen of S.mansoni. Additionally, soluble egg antigen (SEA) and soluble adult 

worm antigen preparation (SWAP) were added (Figure 1). 

The SDS-PAGE gel (12.5% of polyacrylamide) was subjected to electrophoresis in a 

20cm x 20cm OmniPhor vertical tank. A quantity of 40 μg of total protein together with 5 uL 

of low molecular weight marker (GE Healthcare) was applied to the gel. After 

electrophoresis, the gels were stained with Coomassie Brilliant Blue R in accordance with 

Candiano et al. (2004) [36]. 

Digestion with trypsin and analysis with MS 

The bands of SDS-PAGE gels were excised, eluted, digested with trypsin and 

analyzed by mass spectrometry analyzer via MALDI-ToF/ToF (Brüker Daltonics). The mass 

spectra of the peptides underwent presumptive identification using the online program 

MASCOT (http://www.matrixscience.com/), with parameters of: search with trypsin 

digestion to an unknown cleavage site; Mus organism and post-translational modifications: 

oxidation in methionine residue as a variable modification, and carboxymethylation. The 

SWISSPROT and NCBInr databases were consulted for analysis of the following variables: 

Peptide, Access, Identification, Score, e-value, Molecular weight and percentage of 

identification.  

RESULTS  

Identification of proteins by mass spectrometry  

Fragments of gels were selected, excised and analyzed by mass spectrometry and 

presumptively identified for qualitative analysis of proteins. A total of 24 bands were selected 

(6,7,8,10,12,13,14,22,38,45,46, 50,53,57,67,68,71,74,77,79 and 80) from the 1D gel based on 

differential analysis, with the aim of identifying specific peptides in each sample of milk or 

antigen (Figure 1). After sequencing, a total of 118 peptides were found, which were grouped 

http://www.matrixscience.com/
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according to their presence in different stimuli. A total of 45 proteins were detected in MIM, 

09 peptides in MNIM + SEA, 17 from MNIM, 31 from SEA and 16 from SWAP (data not 

shown).  

Following statistical analysis, the presence of 37 peptides was considered significant. 

However, observing the sequence of amino acids, repetition of these proteins was identified in 

the databases studied. The non-redundant presence of 15 peptides was subsequently 

identified. After comparison with the UniProt database, the sequences of amino acids were 

identified and divided into categories according to their biological process or function, using 

the following categories: Cellular Transport, Metabolic Processes, Structural Processes, 

Modulation of Immune Response and Development/Signaling. Table 1 shows all the proteins 

identified, such as score, e-value, molecular weight and percentage of identification.  

As Table 1 shows, MNIM+SEA and SEA presented proteins that were associated with 

a limited number of biological characteristics. In terms of MNIM, the presence of peptide 

commonly found in structural processes (Alpha actin 3) was observed. As for MNIM+SEA, 

proteins were identified related to development/signaling processes (Alpha 1 Anti-trypsin 1-3 

and Alpha 1 Anti-trypsin 1-1). For SEA, as well as proteins involved in structural processes 

(Myosin 9), proteins involved in metabolic processes (Glutathione S-transferase) were found.  

With respect to parasite antigens, Glutathione S-transferase (GST) and Myosin 9 were 

identified in SEA, which are related to development/signaling processes. GST was not found 

in SWAP (Table 1). However, proteins associated with more than one biological 

characteristic were identified only in SWAP, among them metabolic processes, cellular 

transport and development/signaling (Figure 2B). 

When analyzing the functions of the peptides present in MIM, it was found that the 

proteins were predominantly related to cellular transport, metabolic and structural processes, 

and modulation of immune response (Figure 2A). Albumin, Serotransferrin, Alpha-

fetoprotein, Alpha actin 3 and 4 and Interleukin-17F were found in this milk profile only 

(Table 1). 

DISCUSSÃO 

The immunomodulatory potential of the milk of mothers with schistosomiasis has 

already been demonstrated experimentally [11,12,37], together with the presence of antigens 

of S. mansoni in offspring breastfed by infected mothers [38]. The present study, for the first 
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time, characterized the proteins and biomarkers of the milk of mice infected with S. mansoni 

using proteomics in order to describe their immunomodulatory components. It was observed 

that the Milk of Infected Mothers had dynamic properties, due to the presence of proteins with 

distinct biological functions. Among these, immunomodulatory potential, metabolic processes 

and cellular transport proteins may be found in eggs and adult worms. 

The number of proteins identified in the present study was considerably lower than in 

trials based on the serum of individuals with schistosomiasis [39], the extraction of different 

evolutionary forms of Schistosoma sp [26,27,40,41,42], and human [43] and animal [44] 

breast milk. However, a limitation in the identification of peptides is commonly described in 

literature [46,47,48] even with the indentification of large numbers of bands, as observed in 

the present study. 

Peptides present in murine milk have also been described in human breast milk, with 

biological functions similar to those found in the present study (cellular transport and 

signaling, metabolic pathways, protein synthesis and modulation of immune response) [49]. 

The predominant presence of albumin in the analyzed bands was expected, as this peptide is 

widely described in the skimmed portion of breast milk [45,50]. Additionally, among the 

other proteins found in the present study, it should be noted that serotransferrin and alpha 

actin have also already been described as constituents of human milk [45,51,52]. 

 Albumin was identified in most of the bands studied from the milk of mice infected 

by S.mansoni. Its presence seems to influence not only the nature of milk but also of parasitic 

infection. Nogueira et al (2010) [53], in a study of human serum, identified the presence of 

albumin in individuals with schistosomiasis. Other authors have reported the presence of a 

peptide, originating from the helminth eggs (Sm-p150/166) which is homologous with the 

albumin of various species. When studying its immunomodulatory capacity experimentally, a 

strong T CD4+ cell response and Th1 and Th2 profile cytokines [54] were demonstrated. A 

search of the S. mansoni database (EST database) revealed several clones that were 

demonstrated to be encoders of proteins homologous with albumin. However, the 

recombinant of this peptide did not present significant lymphoproliferative activity or induce 

cytokine production, which could be associated with the dependence of the complete protein 

to induce the stimulatory effect previously described [30].  

It was observed that some of the parasitic components present in breast milk 

originated from adult eggs or worms, as the presence of proteins that have been previously 



114 
 

 

described in samples of S. mansoni samples in the milk of infected mothers was identified. 

Among them was Glutathione S Transferase (GST), widely described in literature as a 

component of eggs and worms of S.mansoni [55,56,57]. In the present study this was 

identified not only in the milk of infected mothers, but also in analysis of the soluble egg 

antigens, which identified a polypeptide of 26kDa, similar to the findings of the studies of Tiu 

et al (1988) [58]. Other authors have shown that this protein can be presented in two isoforms 

(Sm26 and Sm28), with variations of their molecular weights as well as in their 

immunomodulatory capabilities as homologous antigens [59,60]. Based on homology with the 

Sm26 isoform, a polypeptide of 29kDa fractions derived from fractions of Schistosoma has 

been recognized by hybridomas of T cells, and has been studied for its immunogenicity 

[30,57]. More recently, Curwen et al (2004) [27] identified GST (26kDa) among the soluble 

proteins derived from the preparation of cercariae, schistosomules, adult worms and eggs. In 

contrast, the present study did not observe this peptide in soluble extracts of adult worms, 

which may be a result of the experimental conditions, including the method used to separate 

proteins.  

Other proteins that are worth highlighting are Alpha actin 3 and 4, which have been 

identified in milk samples from infected mothers. These results suggest the presence of 

parasitic components in the milk of mothers with schistosomiasis, as a previous study 

demonstrated the presence of actin in the preparation of cercariae, schistosomules, adult 

worms and eggs [27]. Reinforcing the findings of the present study, Ribeiro et al (2012) [39], 

in a study to identify adult worm proteins recognized in serum from infected individuals, 

identified the presence of actin in these samples.  

The profile of proinflammatory Th17 immune response is related to the production of 

IL-17 and IL-23 [61], and its participation during schistosomiasis has been associated with 

serious disease in animals with a polarized Th1 profile [62]. In addition, its participation in 

the humoral immune response has been demonstrated, where the production of antibodies of 

mice genetically deficient mice in the production of IL-17 or IL-23 was drastically impaired 

[63,64]. In the present study, interleukin 17F was detected in the milk of mothers with 

schistosomiasis, which may be related to the increased strength of the previously reported 

humoral immune response [11,37].  

Proteomic studies have revealed that SEA proteins present a wide variety of functions 

and targets both inside and outside the cell [42,66]. In keeping with previous studies, the 
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proteins found here have been previously described in literature and listed by the World 

Health Organization as strong candidates for vaccination [27,39,71,72]. In the present study 

the presence of 31 proteins was detected in SEA samples that underwent spectrometry, but 

only three of these were statistically significant and included in the analysis. It was observed 

that these peptides are related to development/signaling processes and metabolism. Among 

them, the presence of the protein myosin is worthy of note. This peptide has been previously 

described in the different evolutionary forms of Schistosoma mansoni [27,55,56,57,58]. 

However, the present study did not identify myosin in samples of soluble antigens of adult 

worms. By examining the ability of SEA fractions to stimulate proliferation of CD4 + Th cells 

isolated from S. mansoni infected mice, not only Sm-p40, but, phosphoenolpyruvate 

carboxykinase, peroxiredoxin 1, SmEP25, glutathione S-transferase and p150 / 166 (albumin) 

proteins have been identified [30], with the latter two proteins also observed in the present 

study.  

In terms of the association between milk of non-infected mothers (MNIM) and soluble 

egg antigen of S.mansoni (SEA), a different pattern to that obtained using SEA only was 

observed. In the case of the latter procedure, the presence of the previously described peptide 

Myosin 9 [29,55,56,57,58] was observed, while this was not detected when SEA was 

combined with milk. The peptides described in this scenario (MNIM + SEA) are related to 

development / signaling processes. Another aspect related to the limited presence of peptides 

is the presence of bands that are strongly immunogenic, but weakly visible or not visible at all 

[39], and therefore not selected for mass spectrometry. 

Soluble adult worm preparation (SWAP) was used with the aim of describing the 

possible proteins originating from parasites exposed to the immune system of breastfeeding 

offspring. Although 16 peptides were identified in SWAP, only five were significantly 

present, in contrast to previous studies which identified a higher number of proteins 

specifically in the integument of the worm [25,39,73]. This discrepancy can be explained by 

methodological differences. Presumptive identification of the peptides in SWAP showed that 

these were involved in metabolic processes, cellular transport and development/signaling, as 

reported in previous studies [73].  

In conclusion, the results of the present study demonstrate that the milk of mothers 

with schistosomiasis features peptides related to the presence of S.mansoni, and that have a 

variety of functions. The immunomodulatory nature of the peptides identified in the present 
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study, which can act in immune processes, either as parasite or heterologous antigens, in 

previously breastfed offspring, is significant. While care should be taken with the 

extrapolation of data from studies with experimental animals to humans, these findings 

reiterate the importance of identifying and characterizing parasite antigens, and their role in 

parasite-host interaction at the beginning of life, which can be reflected in immunoregulatory 

events observed in patients in areas where schistosomiasis is endemic.  
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Fig 1: Location of fragments excised from SDS-PAGE (1D) gel of Breast Milk of Swiss 

Webster Mice and parasite antigens of S.mansoni.  (MM ─ Molecular Marker; MIM: Milk of 

Mothers Infected with S.mansoni; MNIM + SEA: Milk of Non-Infected Mothers with added 

Soluble Egg Antigen of S.mansoni (SEA); MNIM: Milk of Non-Infected Mothers; SEA: 

Soluble Egg Antigen of S.mansoni; SWAP: Soluble Adult Worm Antigen Preparation; 1-80: 

Numbering of gel bands). 
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Fig 2: Ontological annotation of peptides identified in Milk of Mothers Infected with S.mansoni 

(MIM) (A) and in Soluble Adult Worm Antigen Preparation of S.mansoni (SWAP) (B) using the Gene 

Ontology tool of the UNIPROT database 

A 

B 
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Table 1: Presumptive identification of peptides detected in sections of SDS-PAGE (1D) of samples of Breast Milk of Swiss Webster mice and parasite 

antigens of S.mansoni.  (MIM: Milk of Mothers Infected with S.mansoni; MNIM + SEA: Milk of Non-Infected Mothers with added Soluble Egg Antigen of 

S.mansoni (SEA); MNIM: Milk of Non-Infected Mothers; SEA: Soluble Egg Antigen of S.mansoni; SWAP: Soluble Adult Worm Antigen Preparation against 

database (M: Mascot; G: NCBI). 

Gel 

fragment 

 

Peptide 

 
Databases 

Access 

 

Identification 

 
Peptides Presumed Score 

e-

value 

Molecular 

weight 

 

Id% 

4  -MIM 

AADKDTCFSTEGPNLVTR M   ALBU_MOUSE  Albumin Cellular Transport 63 0.008 70700 24% 

KPVKDFASCHLAQAPNHVVVSR M  TRFE_MOUSE  Serotransferrin Metabolic Processes 78 
0.0002

7 
78841 28% 

AVLTSQETLFGGSDCTGNFCLFK G gi|74178118  
unnamed protein product 

 
Cellular Transport 77 0.0034 78840 28% 

AADKDTCFSTEGPNLVTR G gi|26341396  
unnamed protein product 

 
Cellular Transport 68 0.029 67013 26% 

5 - MIM 

AADKDTCFSTEGPNLVTR M ALBU_MOUSE  Albumin Cellular Transport 124 
6.7e-

09 
70700 26% 

AADKDTCFSTEGPNLVTR G gi|26340966  
unnamed protein product 

 
Cellular Transport 124 7e-08  70730 26% 

AADKDTCFSTEGPNLVTR G gi|163310765  
unnamed protein product 

 
Cellular Transport 124 7e-08  70700 26% 

MLLEYTDSSYDEK M GSTM1_MOUSE 
Glutathione S-

transferase 

 

Metabolic Processes 55 0,05 26067 26% 

AADKDTCFSTEGPNLVTR G gi|74137565 
unnamed protein product 

 
Cellular Transport 123 

8.9e-

08 
70740 26% 

AADKDTCFSTEGPNLVTR G gi|26341396  
unnamed protein product 

 
Cellular Transport 116 

4.4e-

07  
67013 26% 

ENPTTFMGHYLHEVAR G gi|191765  
alpha-fetoprotein, 

partial 
Cellular Transport 81 0.0015 48792 26% 

6 - MIM 

AADKDTCFSTEGPNLVTR M   ALBU_MOUSE  Albumin Cellular Transport 63 0.008 70700 24% 

AADKDTCFSTEGPNLVTR G gi|26341396  
unnamed protein product 

 
Cellular Transport 73 0.0083 67013 26% 

AADKDTCFSTEGPNLVTR G gi|26340966  unnamed protein product Cellular Transport 70 0.017  70730 26% 
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AADKDTCFSTEGPNLVTR G gi|163310765  Albumin Cellular Transport 70 0.017  70700 26% 

AADKDTCFSTEGPNLVTR G gi|74137565 
unnamed protein product 

 
Cellular Transport 70 0.017  70740 26% 

7 - MIM 

TVPWLENRVGEPSMSAMQR M ACTN3_MOUSE  
Alpha-actinin-3 

 
Structural 69 0.0022 103605 18% 

TVPWLENRVGEPSMSAMQR G gi|148701128  Alpha-actinin 4 Structural 70 0,019 100172 19% 

AGVPALQKAGNCPPLEDNTVR M IL17F_MOUSE  Interleukin-17F 
Immune Response 

Modulation  
55 0,05 18328 19% 

8 - MIM AQDKAAIQLSELEEEMDQR M RASEF_MOUSE  
Ras and EF-hand domain-

containing protein homolog 
Metabolic Processes 56 0,04 71279 16% 

14 - MIM 

AADKDTCFSTEGPNLVTR M   ALBU_MOUSE  Albumin Cellular Transport 70 0.0016 70700 24% 

AADKDTCFSTEGPNLVTR G gi|26341396  
unnamed protein product 

 
Cellular Transport 73 0.0083 67013 26% 

AADKDTCFSTEGPNLVTR G gi|26340966  
unnamed protein product 

 
Cellular Transport 70 0.017  70730 26% 

AADKDTCFSTEGPNLVTR G gi|163310765  
unnamed protein product 

 
Cellular Transport 70 0.017  70700 26% 

AADKDTCFSTEGPNLVTR G gi|74137565 
unnamed protein product 

 
Cellular Transport 70 0.017  70740 26% 

22 - 

MNIM+SEA 

DQSPASHEIATNLGDFAISLYR M A1AT3_MOUSE Alpha-1-antitrypsin 1-3 
Development and 

Signs 
64 0,0073 45966 23% 

DQSPASHEIATNLGDFAISLYR M  A1AT1_MOUSE  Alpha-1-antitrypsin 1-1 
Development and 

Signs 
64 0,0075 46145 23% 

38 - MNIM TVPWLENRVGEPSMSAMQR M ACTN3_MOUSE  Alpha-actinin-3 Structural 69 0,039 103605 18% 

50 - SEA 

HEMPPHIYAITDTAYRSMMQDR M MYH9_MOUSE  Miosin 9 
Development and 

Signs 
72 0,0011 227429 10% 

MLLEYTDSSYDEK M GSTM1_MOUSE Glutathione S-transferase Metabolic Processes 55 0,05 26067 26% 

IAQLEEELEEEQGNTELIND G gi|28277050  Myh9 protein, partial 
Development and 

Signs 
73 0,0093 103452 16% 

67 - SWAP 

TNFDAFPDKVAIQLNDTHPSLAIPE

LMR 
M  PYGM_MOUSE 

Glycogen phosphorylase, 

muscle form 

 

Metabolic Processes 136 
4.2e-

10 
97681 35% 

TNFDAFPDKVAIQLNDTHPSLAIPE

LMR 
G gi|6755256 

Glycogen phosphorylase, 

muscle form 

 

Metabolic Processes 136 
4.4e-

09 
97681 35% 

74 - SWAP FEQDTSQSMQVLVEIDQVKSR M COG7_MOUSE  Conserved oligomeric Cellular Transport 63 0,008 86645 22% 
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Golgi complex subunit 7 

 

77 - SWAP 

TAGEHLGVTFRVEGGELVIAR M MPP2_MOUSE 
MAGUK p55 subfamily 

member 2  

Development and 

Signs 
65 0,0058 61802 19% 

TAGEHLGVTFRVEGGELVIAR G gi|568974714  
MAGUK p55 subfamily 

member 2 isoform X1  

Development and 

Signs 
66 0,045 63634 19% 

79  -SWAP LFGVSFECFASPLNCYFR M PCIF1_MOUSE 
phosphorylated CTD-

interacting factor 1 

Development and 

Signs 
63 0.0084 81423 16% 
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