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(Mestrado em Biociéncias e Biotecnologia em Saudelentro de Pesquisas Aggeu
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RESUMO

O exame parasitolégico por Kato-Katz ainda é camaib o padrdo ouro no diagnostico da
esquistossomose mansonica, entretanto, este ajrésexa sensibilidade para utilizacdo em
inquéritos epidemioldgicos. Além disso, as técnasliagnostico imunolégico, apresentam
reacdes cruzadas com outros helmintos, protozo&riase bactérias como ocorre com a
utilizacdo dos extratos brutos do parasita. Nessgid®, salientamos que Abatt al.
identificaram um peptideo de 15kDa denominado Sma&é,apresentou uma boa reatividade
com soros de animais infectados pelo verme e, tort@ossui potencial para abordagens
imunoprofilaticas e para testes diagnosticos. Nestseudo obtivemos o polipeptidio
recombinante Sm15 em Escherichia coli e verificarses potencial para realizacdo do
diagndstico a partir de amostras de soros de pasi@om diferentes manifestacdes clinicas
da esquistossomose. Através de ELISA constatama&s @quSml5 apresentou maior
reatividade frente a soros de pacientes esquistmgsms, quando comparado ao extrato
bruto SEA (P=0.0043). O Sm15 ainda demonstrou me&lasempenho ao apresentar maiores
valores de sensibilidade, especificidade e arex@loa curva ROC (P=0.0030). Além disso,
o Sm15 foi capaz de diferenciar pacientes esqueistodticos quanto a forma clinica, aguda
ou cronica (P=0.0007). Os resultados obtidos nestado indicam, além de ratificar o
potencial diagndstico apresentado pelo polipeptiied5, que o mesmo podera ser capaz de
gerar uma alternativa de imunodiagndstico de ebkevadiracia, suprindo assim as lacunas
existentes com relacao aos testes parasitoldgisosodgicos atualmente disponiveis. Além
disso, possibilitara o diagnostico precoce da ssggsomose, realizacdo de inquéritos
epidemioldgicos em areas de baixa endemicidadeedingo assim a evolugdo da doenca
para formas clinicas de maior gravidade.

Palavras-chave:Esquistossomose, Imunodiagndstico, polipeptidemmémante.
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potential for the diagnosis of patients infectethv@chistosoma mansor#015. Dissertation

(Master’'s degree of Bioscience and Biotechnology Hiealth) - Research Center Aggeu
Magalhdes, Oswaldo Cruz Foundation, Recife, 2015.

ABSTRACT

The parasitological examination by Kato-Katz stifinsidered the gold standard in the
diagnosis of schistosomiasis, however, it has l@ns#ivity for use in epidemiological
surveys. Moreover, the techniques of immunologaialgnosis, have cross-reactivity with
other helminth, protozoa and even bacteria as ostthrthe use of crude parasite extracts. In
this regard, we note that Abath and colleaguestiiieoh a 15kDa peptide termed SM15,
which showed good reactivity with sera from animafected by the worm, and therefore has
potential immunoprophylactic and diagnostic testapproaches. In this study we obtained
the recombinant polypeptide in Escherichia coli SMihd check its potential for making the
diagnosis from samples of patient sera with differeclinical manifestations of
schistosomiasis. By ELISA we found that the SM1bvetd higher reactivity towards sera
from schistosomiasis patients, when compared toctbhde extract SEA (P = 0.0043). The
SM15 also demonstrated better performance by ptiagelnigher sensitivity, specificity, and
area under the ROC curve (P = 0.0030). In additiba, SM15 was able to differentiate
schistosomiasis patients about the clinical predgemt, acute or chronic (P = 0.0007). The
results of this study indicate not only ratifieg ttiagnostic potential presented by the SM15
polypeptide, that it may be able to generate anumwdiagnostic alternative high accuracy,
thereby supplying the gaps in the parasitological aerological tests currently available.
Also, it enables the early diagnosis of schistossisj carrying out epidemiological surveys
in low endemicity areas, thereby preventing disgmegression to more severe clinical forms.

Keywords: schistosomiasis, Immunodiagnostic, recombinantpepyide
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1 INTRODUCAO

A esquistossomose € uma doenca parasitaria delegriampacto socioecondmico,
causada pelo trematdédeo digenético do géSetustosomasendo um grave problema de
saude publica em varios paises. Classificada pejantxacdo Mundial de Saude (OMS)
como a segunda parasitose humana mais prevalente, @& doencas tropicais, perdendo
apenas para a maléaria. Estima-se que 230 milhd@esi®mas no mundo, principalmente na
Africa, Asia e Américas, estejam infectadas pethistosoma que 800 milhdes de pessoas
corram o risco de adquirir a infeccéo.

Existem duas fases clinicas da esquistossomosemerh; aguda e cronica. A aguda
geralmente progride para um periodo assintomategeatualmente para a fase crénica, caso
nao seja diagnosticada e tratada corretamentesé\ dednica pode ter trés formas clinicas
principais: hepética, hepatointestinal e hepatées.

O Schistosoma mansgrse instala preferencialmente no sistema venosemhérico
do homem e a patologia resultante da infeccéo Ipellminto estd associada a uma reacao
granulomatosa cronica, que € causada quando os quesao liberados pelo verme adulto,
atingem os segmentos intra-hepaticos da veia pBsies ovos liberam varios compostos,
sendo um deles o antigeno soltvel de ovo (SEA)ygmiente dos miracidios, que sao
potentes e continuos estimuladores da resposteeintisasa intensa estimulacdo pode levar a
fibrose periportal hepatica e como consequénciaertdpsao portal, formando varizes
esofagicas, que podem se romper e causar hemarcigestivas graves, muitas vezes fatais.

O diagnéstico da infeccdo esquistossomotica censssidemonstracdo da presenca de
ovos doS. mansonem fezes ou tecidos, sendo sua visualizagcdo nas f@msiderada o
padrdo ouro, porém, resultados negativos em exaoopsologicos nao excluem a
possibilidade de infeccdo, principalmente quandtrata de paciente com infeccdo leve ou
em fase cronica e em areas de baixa endemicida#eaocarga parasitaria € muito pequena.

O ELISA (enzyme-linkedmmunosorbent assaypor captura utilizando anticorpos
monoclonais foi um dos primeiros a ser usado paxdiar no critério de cura, pois consegue
detectar antigenos circulantes, caracterizandoeagdoativa. Porém, esses testes ndo sao
utilizados rotineiramente no diagndstico, uma vee g aquisi¢cdo dos anticorpos monoclonais
encarece essa técnica. Segundo Carvalho (2011ksendblvimento de antigenos com
potencial para serem utilizados no diagnosticolégimo da esquistossomose pode ajudar a

superar a limitacdo supracitada.
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A primeira tentativa de desenvolver e padronizaagrs diagnosticos que pudessem
superar as limitacdes dos exames parasitologicos fotilizacdo de testes baseados na
determinacdo de anticorpos especificos realizatia ger Mott e Dixon (1982). Utilizando
purificacdes proteicas como Antigeno Aniénico Camote (AAC), o Antigeno Catidnico
Circulante (ACC), a fracdo catidnica 6 do antigeotivel do ovo (CEF6), o antigeno
soroldgico maior (MSA1L), antigenos microssomaisvdome adulto (MAMA) e o antigeno
associado intestino este estudo teve como objelesenvolver variacbes de ELISA mais
especificos e que apresentassem menores taxaatidagle cruzada. No entanto nos dias
atuais mesmo com a utilizagdo de novas preparagidt@gnicas, compostas por antigenos
purificados e recombinantes, as técnicas de didigndmunoldgico ndo estdo padronizadas e
ainda apresentam reacdes cruzadas com outros tedmpmotozoarios. Estas reacfes tendem
a gerar uma baixa especificidade, prejudicandoadesineira a confirmacdo absoluta da
infeccao.

Varios antigenos derivados & mansonforam encontrados na circulagédo, porém,
somente alguns foram bem estudados, com é o ca&ntieno Anidnico Circulante (AAC),
cuja sensibilidade num experimento através de ELEjpkesentou a taxa mais baixa
detectavel do antigeno no soro relacionada a umr@gdo de no minimo 10 ovos por grama
de fezes. Além disso, imunoensaios mostraram pre&rnge que antigenos derivados do
Schistosomaestavam presentes tanto na circulacdo, quantoxoeeta de hospedeiros
infectados, revelando assim o potencial do imurgpdiatico para a esquistossomose.

Levando em conta os dados supracitados, € impertamé haja alternativas no
diagndstico da esquistossomose mansoénica e paraus®s alvos proteicos, necessitam ser
identificados e padronizados para que novos métallagnosticos e imunoprofilaticos
possam ser desenvolvidos. Nesse sentido, salieatgoe Abathet al. (1993) isolaram de
uma biblioteca de cDNA um clone que codifica umigeptideo de 15 Kda denominado
Sm15. Por apresentar reatividade com soros de mnimfectados comS. mansonio
polipeptideo Sm15 possui potencial para abordagensnoprofilaticas e para o
desenvolvimento de testes diagnosticos. Entdo, teabmlho tem por objetivo obter o
polipeptidio recombinante Sm15 elscherichia colie verificar o potencial do antigeno
obtido para o desenvolvimento de métodos diagrassti partir de amostras sorologicas
obtidas de pacientes com diferentes manifestag¢iesas da esquistossomose.
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2 MARCO TEORICO CONCEITUAL
2.1 Epidemiologia da esquistossomose

A esquistossomose € uma doenca parasitaria quseapgeum enorme impacto
socioecondmico, gerando assim graves problemasie oublica em inUmeros paises ao
redor do globo (RESENDES; SOUZA; BARBOSA, 2005).déenca, que é causada pelo
verme trematdédeo digenético do génedohistosomafoi descrita cientificamente pela
primeira vez, em 1851, pelo médico aleméao TheodmxiMilian Bilharz e em consequéncia a
este fato além d¥istose Barriga D’agua e Doenca dos Caramujoso termoBilharziase
também foi usado como um nome alternativo da doeh@squistossomose, que € um dos
principais problemas de saude enfrentados por aidedesenvolvidos (CHITSULE al,
2000), também €& apontada como a segunda morbidadke prevalente dentre todas as
doencas tropicais, ficando atrds apenas dos casowmataria (BICHLER,et al, 2001;
GRANT et al, 201; OLLIAROet al, 2011).

Atualmente, esta morbidade afeta diversas partesidttdo, incluindo o continente
Africano (Angola, Camardes, Egito, Libia, Nigériatre outros), a regidao Caribenha (Porto
Rico, Republica Dominicana), todo o Oriente Médioapia Saudita, Iémen, Ird, Iraque,
Israel), e paises como Filipinas, China, MalasianBoja, Laos e BrasiF{gura 1), sendo
encontrada em mais de 77 paises. A doenca infgutaximadamente 230 milhdes de
individuos BRANDT et aI.,2010;ORGANIZA(;AO MUNDIAL DE SAUDE, 2012), sendo
85% dos casos estimados localizados na regido asidosa do continente africano (VAN
DER WERFet al, 2003), trazendo o risco de infeccdo a outros Bi@des de pessoas
(STEINMANN et al, 2006).

Das Américas, o Brasil é o pais mais impactado @si@istossomog€HITSULO et
al., 2000; PORDEUSt al, 2008), que surgiu neste pais por meio de dudesaA primeira
foi através de imigrantes orientais que eram poresddo parasita e a segunda, e o principal
motivo, foi devido ao trafico de escravos africgramno mostra o map&igura 2). A Unica
espécie que representa interesse médico e cientifiBrasil € dSchistosoma mansgmois
dentre varios fatores que contribuiram para qua espécie se difundisse amplamente no
territdrio brasileiro o principal foi a presenca dmspedeiro intermediario especifico,
planorbideos do géne®iomphalaria (Figura 3A), que sdo suscetiveis a infec¢cdo somente
por platelmintos da espécte mansoni
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Figura 1 - Distribuicao geografica mundial da Esquistossonmarsonica
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Fonte: Organizacdo Mundial de Saude, 2012.

Nota: Mapa mundial destacando a distribuicdo geografira casos de esquistossomose mansfnica, as areas
vermelhas representam areas de maior risco de;@deas zonas em amarelo representam areas derisaxe
as areas em branco ndo apresentam risco de infeccéo

Figura 2 - Expansaala transmisséo da esquistossomose mansonica rib Bras
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Fonte: Machado (1988).

Nota: O mapa mostra a expansdo da morbidade no Braglbdenfase a sua origem na regido nordeste, devido
ao trafico negreiro. O mapa ainda mostra que a idexle permaneceu estabilizada no seu foco initéal a
meados de 1920, expandindo-se a partir dai pateraais areas do pais.
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Figura 3 - Hospedeiros intermediarios da Esquistossomose

Fonte: Schistosomiasis. New York, 2012. Disponivel em

<http://www.infectionlandscapes.org/2012/06/schigingsis.html> acesso em 20 Jan 2014.

Nota: Hospedeiros intermediarios da esquistosomoseps&imaramujo do génemiomphalarig hospedeiro de
principal importancia para o Brasil, pois € o hape intermediario doS. mansonicausador da
esquistossomose mansénica. B-caramujo do géBeliaus hospedeiro dd&. haematobiunC-caramujo do
géneroOncomelaniahospedeiro intermediario & japonicum.

Segundo Neves et al. (2006) a existéncia de grandiegbOes hidricas, a presenca de
condicbes de temperatura e luminosidade bem cormana tropical similar ao da regiéao
autocone da morbidade, o aumento populacional rees &e risco, a auséncia de uma
minima infraestrutura sanitaria necessaria em areadémicas e deficiéncias na
implementacéo de politicas de controle da doere@dueacéo da populacdo sdo os principais
fatores que contribuem na expansdo e manutencéwdadade no pais (CHITSUL& al,
2000). No Brasil, a esquistossomose esta presenti®ainidades federativas (GAZZINELLI
et al, 2002), sendo considerados como area endémicdaixaalitoranea que compreende
todos os estados do Maranh&o até o Espirito Saptesentando focos endémicos isolados no
Par4, Piaui, Rio de Janeiro, S&o Paulo, Paran#a Eatarina, Goias e Rio Grande do Sul
(BRASIL, 2010) Figura 4). Embora o Ministério da Saude estime que o nurdercasos de
esquistossomose mansonica no Brasil seja de 2,Boesil outros estudos apontam a
existéncia de um numero bem mais elevado, queegiraorno de 6 -7 milhdes, sendo a
maioria destes casos localizados na regido Nor{BRASIL 2010; DE SOUZAet al,, 2012;
NETOet al, 2013; VITORINOet al, 2012).

O Nordeste, além de ser a regido brasileira conaiarrmortalidade do pais devido a
esquistossomose € a regido que apresenta o mamermude individuos infectados
(FERREIRA; SILVA, 2007). Nesta regiao localiza-seaufaixa endémica caracterizada por
uma zona litoranea continua que compreende ososstizdAlagoas, Bahia, Pernambuco, Rio
Grande do Norte, Paraiba e Sergipe, (BINA; PRATAQ3 BRASIL, 2009; KATZ;
PEIXOTO, 2000; LENGELERet al, 2002). Além disso, o0 aumento da esquistossomose
urbana nessa regido expde a constante ameacadpenga representa ndo so para a saude
publica brasileira, mas também para todos os pafmeatesenvolvimento.
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Em Pernambuco, as zonas endémicas compreendennd 8@ municipios do estado
(DOMINGUES; SILVA, 2011) totalizando aproximadament8 mil individuos atingidos
pela morbidade, ocupando assim, o 3° lugar em [&esia da regido Nordeste (COURA;
AMARAL, 2004). Este estado foi responsavel por aproximadamentedi3¥casos de 6bito
atribuidos a esquistossomose no ano de 2006 (PERBNAND, 2008). Além disso, novas
areas de transmissdo tém sido encontradas eviddncimma mudanca no perfil
epidemiolégico da doenca, como é o exemplo de z@magnas proximas a Regido
Metropolitana do Recife (Porto de Galinhas), mogtcaque a morbidade estd em franca
expansao. Na regido costeira pernambucana a maite @os casos se manifesta na forma
aguda da doenca afetando individuos e turistas nguea foram expostos ao parasito,
enquanto em areas rurais, a doenca continua ar adetpopulacdo de baixa renda,
manifestando-se predominantemente na sua formaar@BOMES et al., 2014; PEREIRA et
al., 2010).

Figura 4 - Areas endémicas da esquistossomose mansénica sib Bra
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Fonte: Amaral, Taiui,e Engels, (2006).
Nota: Evidenciando as zonas e suas prevaléncias emnpggibeapresentando as areas vermelhas, amarelas,
verdes e brancas um percentual de 15, entre 5raetfr que 5 e nenhum caso (indene) respectivamente

2.2 Ciclo evolutivo e transmissao

O S. manson(Figura 5) possui um ciclo de vida complexo que requer noimmo um

caramujo de agua doce, uma colecédo hidrica patadarao pouca correnteza (até 29 cm/s) e
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um hospedeiro definitivo. O trematdédeo digenétieatancente a famili&chistosomatidae
géneroSchistosoma um platelminto que apresenta um nitido dimorissaxual e contém
varios estagios de desenvolvimento sendo capaamdsifar ndo s6 homens, mas, diversos
animais como primatas, marsupiais (gambda), rumasarmoedores e lagomorfos (lebres e
coelhos), que sao considerados hospedeiros pervosssu reservatorios (NEVES, 2006;
SOUZA, et al, 2011).

Os caramujos pertencentes a familRlanorbidae géneros Biomphalarig
Oncomelaniae Bulinus sdo os organismos que possibilitam a reproducéexaada das
principais espécies contaminantes de seres human@is mansoni, S japonicume S
haematobiumrespectivamente (JORDANt al, 1969; DIAS et al., 1994; OLIVEIRA;
SANTOS, 2002; MOURAet al., 2005), essas espécies de platelmintos apresentatasmu
diferencas, que variam desde a penetracdo ladiéérentes reacdes imunoldgicas induzidas
nos hospedeiros até aspectos morfoldégicos do vernseias variadas formas de vida,
(WARREN, 1975). Devido a inexisténcia de planorb&ldos génerddulinus (Figura 3B) e
OncomelanigFigura 3C), que sao suscetiveis as outras espécies do gecl@stosomao S.
mansonié a unica que representa interesse médico e @ernpiira o Brasil (SOUZAet al,
2011), esta espécie de platelminto apesar de naseaytar nenhum vetor possui ciclo de vida
complexo, apresentando duas fases de reproducdaesseeauada no hospedeiro intermediario
(Planorbideo) e uma fase sexuada em um hospeddinitido (Homem) (UTZINGERet al,,
2001; BRASIL, 2012).

O ciclo evolutivo da esquistossomodéig(ra 6) se inicia quando o homem é
infectado pelas cercarias, que se fixam entre lbsufos pilosos e penetram ativamente em
sua pele ou de sua mucosa (SOUZ&A, al, 2011). ApGs a infeccdo as cercarias se
desenvolvem para a forma parasitaria, conhecidaocesguistossémulo, que iniciara o
processo migratorio pelas vias linfatica e sanguid® atingir o figado (sistema porta intra-
hepético) os esquistossémulos irdo evoluir pardifagentes formas adultas (1 — 2 meses pos
infeccdo) que migrardo para o local onde os maehas fémeas se acoplam e copulam, as
veias mesentéricas do sistema vascular do hospedeiebrado. Entdo o casal migra contra
a corrente sanguinea até atingir a submucosa ds wasnos calibrosos da parede intestinal,

onde seréo capazes de realizar a ovoposi¢cédo (BRA812).
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Figura 5 - Formas evolutivas dSchistosoma mansoni

Fonte: Schistosomiasis. New York, 2012. Disponivel em

<http://www.infectionlandscapes.org/2012/06/schiginmsis.html>acesso em 20 Jan 2014.

Nota: A figura mostra os diferentes estagios de desgmaehto doS. mansonisendo A-Ovo, com seu espiculo
caracteristico; B-Cercéaria, forma infectante do peodeiro definitivo; C-Miracidio, forma infectanteod
hospedeiro intermediario; D-Verme macho adulto, eopresenga do canal ginecé6foro; E-Verme fémeaadul
F-Casal acasalado, pronto para a fecundacéo.

O homem infectado pode eliminar ovos viaveis Slemansonia partir da quinta
semana apos a infeccao, esta eliminacdo de oveepelata geralmente dura um periodo de
seis a 10 anos, podendo chegar a de 20 anos. (RREE8; 2012).

Os ovos levam cerca de uma semana para atingitwidzale e contém o miracidio
formado em seu interior, as fémeas da esp®Bcimmansonpdem de 500 - 1000 ovos/dia
(LIMA, 2002), porém, no geral somente 20% sao dadas pelo hospedeiro para 0 meio
externo, onde permanecem viaveis por 7 dias (LIR@J2; NEVES, 2006; SOUZAet al,
2011).

Ao entrar em contato com uma colec¢ao hidrica, @s @clodem e liberam larvas
ciliadas denominadas miracidios, que estimuladascipalmente pela quimiotaxia ao
hospedeiro intermediario, nadam ativamente e pametnos planorbideos do género
Biomphalaria Apds infectar o hospedeiro intermediério, os pid#s iniciardo um processo
de alteracdes morfologicas, onde perderdo seuwss a@litransformando-se em esporocistos
primarios, que se multiplicardo de forma expondratiaves da poliembrionia e originaréo os
esporocistos secundarios. Estes esporocistos @orvezn irdo migrar para as glandulas
digestivas do hospedeiro e se diferenciar em dascdOs hospedeiros intermediarios
comecam a eliminar cercarias de quatro a setesgmanas a infec¢do pelos miracidios e 0s
mesmos eliminaram cercarias por toda a vida, qua dproximadamente 1 ano (BRASIL,
1998; 2012). Ao serem liberadas, numa colecaodaidds cercarias nadaréo livremente até
infectar novamente o hospedeiro definitivo, congrldb assim o ciclo de vida do

Schistossoma. mansoni
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Figura 6 - Ciclo de vida ddschistosoma mansoni
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Fonte: Saude. S&o Paulo, 2012. Disponivel enttps//www.cve.saude.sp.gov.br/htm/hidrica/IFN_Estpr.
acesso em 20 Jan 2014.

Nota: A figura mostra todo o ciclo de vida dos tramatisleligenéticos do génef®chistosomaa fase de
reproducdo assexuada (moluscos, hospedeiro intémwmde a fase de reproducdo sexuada, no homem
(hospedeiro definitivo). 1 — Apds excretados, oesodoSchistosoma mansoetlodem ao entrar em contato
com uma colec¢do hidrica; 2 — O miracidio, larvaada liberada pela eclosdo do ovo é estimulado por
quimiotaxia a infectar seu hospedeiro intermedjaBo— O miracidio ao infectar o molusco de género
Biomphalariase diferencia em esporocisto; 4 — O esporocistivésd de poliembrionia e sucessivas geragfes
originara varias cercarias; 5 — As cercarias elatas pelo caramujo ird nadar ativamente até errontn
hospedeiro definitivo (Homem); 6 e 7 — Ao penetraatravés da pele a cercaria se diferenciard em
esquistossbmulo; 8 e 9 — ApGs migrar através deestE sanguinea e chegar ao figado, o esquistoksindu
amadurecer para forma adulta do verme; 10 — Dajmise acoplarem, macho e fémea juntos migram para a
veias mesentéricas, onde irdo acasalar e inigiso@esso de liberacdo dos ovos, que apos peraorefigado

e cairem nas fezes, serdo excretados pelo homeitiardo o ciclo.

2.3 Manifestacgdes clinicas

A evolucdo clinica da esquistossomose tem caratamian-evolutivo e apresenta
gravidade variavel, podendo permanecer numa fasgaagu, caso ndo seja diagnosticada e
tratada corretamente, podera evoluir para a fadeicar (KATZ; ALMEIDA, 2003). A
gravidade das formas clinicas depende de uma dé&ratores do hospedeiro e do parasito,
como resposta imunoldgica especifica do hospedigfimitivo, viruléncia das cepas que o
infectaram, a taxa de ovoposicao do verme, cargesipéria, perfil genético de ambos (agente

etiologico e hospedeiro), idade e estado clinidoigianal do individuo infectado, localizac&o
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do parasito no hospedeiro e numero de reinfecddey,(1991; TANABREet al, 1997,
SOUZAet al, 2007; NEVES, 2006; BRASIL, 201MELO; COELHO, 2010.

A fase inicial ou aguda da doenca pode ser subdaviein duas formas, assintomatica
e sintomatica (BRASIL, 2010). A forma aguda assimdtica geralmente ocorre no primeiro
contato do individuo com o estagio larval da ceacainda na infancia, algumas vezes é
diagnosticada por alteracbes encontradas em exdamesina como eosinofilia e presenca de
0ovOS Nno exame coprologico, apesar de passar debmcna grande maioria dos pacientes
(NEVESet al, 2006; BURKEet al, 2009; BRASIL, 2010).

A forma aguda sintomética apresenta até 5° diairgésedo micropapulas prurino-
eritemantosas, semelhantes a eczemas de contatsaquesdes caracteristicas da dermatite
cercariana originadas pela penetracdo deste edtagal, geralmente estas lesdes ocorrem
em individuos que nunca entraram em contato coerme (BRASIL,2012). Além disso, no
periodo de 3 - 7 semanas apods a infeccdo algunddads podem desenvolver a febre de
Katayama, que é caracterizada por alteracbes cawe hepatoesplenomegalia, febre,
cefaleia, linfodenopatia, dores abdominais, anarexiraramente podem ocasionar diarreia,
tosse seca e nauseas com ou sem a presenca de (POIRDEUSet al, 2008; BURKEet
al., 2009; BRASIL, 2010), nesta forma a doenca comatisendo percebida, basicamente pela
eosinofilia, que se apresentara muito elevada.

A fase aguda da esquistossomose, em geral duras@sme regride espontaneamente
ou através de tratamento quimioterapico espediBEASIL, 2010). A fase tardia ou cronica
da morbidade s6 inicia no 6° meses apos a infeegémde durar varios anos (10 - 20), com
sinais da sua progresséo sendo identificados eimmsva@rgdos como figado, baco, pulmbdes
podendo levar a hipertensédo portal e pulmonar, egtura das varizes esofagicas e ascite
nos casos mais graves (BRASIL, 2010).

A fase cronica pode ser dividida quanto a sua dead em duas formas, leve e grave,
as quais podem ainda ser subdivididas em 5 forif@sas, assintomatica, hepatointestinal e
hepatica (Leves) e hepatoesplénica compensadaentiesnsada (Graves) (PORDE®ISal,
2008; BRASIL, 2012). As manifestacdes clinicas ftasmmas cronicas da esquistossomose
variam de acordo com a idade em que ocorreu a panexposicdo, a frequéncia de
infec¢gBes, estado imunologico do individuo e preaepu ndo, de quimioterapia especifica
(KATZ; ALMEIDA, 2003; BRASIL, 2009)

A esquistossomose hepatointestinal (EHI)redponsavel por 90% dos casos da
morbidade, sendo a forma mais encontrada nas éngi#snicas (PORDEU& al, 2008) sendo

caracterizada por intensa dor estomacal (epistaldiarreias, por vezes sanguinolentas, vomitos
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e figado palpavel com nodulacgdes. Estas nodulapddsréo evoluir para fibrose avancada
(fibrose de Symmers), ou seja, areas de fibrosedgsrpor granulomatose periportal (BRASIL,
2010; SOUZA et al, 201). Na EHI a dosagem sérica gaylutamil transferase (GGT) e da
fosfatase alcalina encontram-se bem elevadas, sesuim, testes para deteccdo destas enzimas
hepaticas podem ajudar no diagnostico da dodhaTTOS; DANTAS-CORREA et al,
2010).

A forma hepatica da esquistossomose mansoénica €Eliha forma transitoria entre a
esquistossomose de menor gravidade e a forma gravesta razdo a mesma apresenta um
espectro muito grande de variagfes clinicas inddeda forma assintomatica, passando pela
fase de figado palpavel, caracteristica da EHIresgmntando na ultrassonografia, a presenca
de fibrose hepatica periportal (FPP) moderada densa, sintomas caracteristicos da
esquistossomose hepatoesplénica (EHE) (NEVEESL, 2006; BRASIL, 2010; MATTOS;
DANTAS-CORREAEet al, 2010).

A EHE representa de 4% a 12% da morbidade da doeogaareas endémicos
(DOMINGUES, 2008), ela apresenta uma subdivisdo magnas compensada e
descompensada. Apesar de ambas apresentarem ERS2liobm presenca de esplenomegalia
causando hipertensdo portal, surgimento de vaesefagicas, dores abdominais atipicas,
sensacgao de peso e funcgdes intestinais alteramtasnte, a forma descompensada apresenta
uma drastica diminuicdo da funcdo hepatica que pssle notada através da intensa
hemorragia, apresentando ou ndo melena, hemat&maseite (NEVES, 2006; BRASIL,
2010; SOUZAet al,, 2011).

A esquistossomose, ainda pode se apresentar emadorraras como a
vasculopulmonar, a hipertensdo pulmonar, a gloropatia (estagios muito avancados da
doenca) e em formas ectopicas que se caracteritma pesenca de granulomas
esquitossomoticos em outras localizagbes como ng&o® genitais, na retina, na pele,
coragao, tireoide e sistema nervoso central, santguroesquistossomose ou neurorradiculite
esquistossomotica a mais grave dessas formas (BRAXRIL0; MATTOS; DANTAS-
CORREAet al, 2010).

2.4 Tratamento

O tratamento da esquistossomose é realizado atdevésogas antiparasitarias que
possuem em suas formulas substancias quimicasasoric parasito. Porém o tratamento
desta morbidade sempre foi limitado pela falta dientpterapicos de alta eficacia e reacdes

adversas toleraveis (NOVAES al, 1999). Muitas drogas utilizadas no tratamentoiahida
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esquistossomose tiveram sua utilizacdo descontnysd apresentarem uma enorme gama
de efeitos colaterais e alta toxicidade, como exengs derivados antimoniais (tartarato de

potassio e antimonio, tartaro emético e o estilmfem lucantona, a hicantona e o farmaco 1-
niridazol (NOVAESet al, 1999; OLIVEIRAEt al., 2004).

Atualmente, o governo brasileiro dispbe de dois iomdentos para tratar 0s
individuos portadores d&. mansonio praziquantel e a oxaminiquina, ambos quimipiecs
sdo bem tolerados, possuem baixa toxicidade edfic@gias sdo equivalentes, girando em
torno de 70 a 80% (BRASIL, 2010). No Brasil a dralgaescolha € o praziquantel, pois, a
oximiniquina sé atua nas formas adultasSdeonansonia mesma possui efeitos colaterais no
sistema nervoso central além dos efeitos carcinog@€n(ARAUJO et al, 2008). O
praziquantel, por possuir producao nacional, falbiicem Farmanguinhos/Fundacdo Oswaldo
Cruz o mesmo apresenta menor custo/tratamento (KALKIEIDA, 2003).

O praziquantel € um farmaco de administracédo seaigo utilizados em dose Unica de
50mg/Kg de peso para adultos e 60mg/Kg de pesoqoaracas (BRASIL, 2005b ; KATZ;
ALMEIDA, 2003; MATOS et al, 2007). Uma substancia quimioterapica isoquimelin
pirazinica compde a formula do praziquantel, € @fipa ao génerdchistosomao que
dificulta possiveis reacdes cruzadas. Os efeittatarais deste farmaco sdo dor abdominal,
cefaleia e sonoléncia, bem menos preocupantes guasmdparados aos da oxaminiquina.
Além disso, ndo existem evidéncias de desencade¢arderiesdes hepaticas ou em qualquer
outro orgao (NEVES, 2006; BRASIL, 2010).

A oxaminiquina, também possui via de administram@b sdo recomendadas as doses
de 15 mg/kg em adultos e de 20 mg/kg em crianeaslosadministradas de um Unica vez, 1
hora apés a refeicdo (NEVES, 2006; BRASIL 2010; MEICOELHO, 2010). A substancia
quimioterapica utilizada neste farmaco € do grugpiongco aminoalquitolueno, que através de
efeitos anticolinérgicos inibe a sintese de acmadeicos. Além dos efeitos carcinogénicos,
acima citados, a oxaminiquina também promove afes significativas no sistema nervoso
central, como disturbios comportamentais, tontuaéueinacfes entre outros (NEVES, 2006;
BRASIL 2010).

A distribuicdo dos medicamentos é gratuita e requlespara as Secretarias de Estado
da Saude (SES), pela Secretaria de Vigilancia efdesaficando disponivel na rede de
Atencdo Basica a Saude dos municipios ou nas wsdde referéncia para tratamento da
esquistossomose e todos o0s pacientes com casasmamlts devem realizar tratamento
quimioterapico (BRASIL, 2010).
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2.5 Diagnostico

Os sinais e sintomas caracteristicos da esquish@s®0 podem sugerir 0 seu
diagnéstico clinico, juntamente com os dados epialégicos do paciente, como exemplo a
procedéncia de areas endémicas, histérico de cotat colecdes hidricas contaminadas e
existéncia de casos na familia. Porém, existe ess@ade de confirmacéo através de exames
laboratoriais, jA que a esquistossomose pode sdurmtida com outras doencasidura 7)

em funcgéo das diferentes manifestacdes que ocalueante a sua evolugéao (BRASIL, 2010).

Figura 7 - Diagnoéstico diferencial da esquistossomose mana@mtsuas dispares fases evolutivas

Dermartite Cercariana

- Si“d!'{)l]lc!\' Cxiln[t’l]li.i[i(ﬂ:\' (Sill'llnlpﬂ. !‘lll.'“:'()li.l: CSL’;lrlLl[inii)"

. [)Cf!}]&ltirfi C:lll.‘i;ld'.'li 1,')("!f L_C"I'C;il'i'.'l!'i th' outros l_‘S(_lLl‘L\'t()\‘iS(ln'll'l:i |1:l('l
patogénicos ao homem;

* Dermatites causadas por larvas de outros helmintos;

¢ Dermatite causada por substancias quimicas.

Esquistossomose Aguda (febre de Takayama)
e Malaria;

¢ Febre rifoide;

- HL’|_1L1[j.lf.’ \'ir;l' anicrérica (.‘\ e B):

* Estrongiloidiase;

* Amebiase;

* Mononucleose;

* Tuberculose miliar;

* Ancilostomose aguda;

* Brucelose;

* Doenca de Chagas aguda.

Esquisrf_as.smm_)su' Cronica

. Amcl‘-f;uc:

* Estrongiloidiase;

* Giardiase;

* Qurras parasitoses;

* Linfoma;

* Afeccoes que cursam com O aumento volumétrico do ﬁgndu e do

bago (hepatoma, calazar, leucemia, salmonelose prolongada, espleno-

megalia tropical, e cirrose).

Fonte: Vitorino et a.| (2012).

Nota: O quadro mostra todas as doencas que possuenoeaiologia clinica semelhante a morbidade em
questao, dividindo as diversas doencas que cursamocdiagnostico diferencial da esquistossomosegsms

da mesma.

Até o final dos anos 80 o diagndstico da infeccdpo$ mansonso era alcancado
através da demonstragéo direta do parasita, endammaas formas evolutivas, nos tecidos ou
excrecdes do hospedeiro (RABELLO, 1997). Como tadal aos esforcos e avancgos
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tecnoldgicos das ultimas décadas, algumas alteasgpiara o diagnostico da esquistossomose
foram desenvolvidas e os métodos laboratoriaizadibs atualmente podem ser classificados
em dois tipos, métodos indiretos e diretos (Talbgla

Os métodos indiretos baseiam-se em marcadoresibiimps, imunoldgicos ou de
imagem, cujas alteracdes morfolégicas possam assaciadas a infecgcdo p&omansonija
0s métodos diretos fundamentam-se na deteccéordsitpade seus ovos, DNA, substancias
antigénicas ou de fragmentos celulares e sdo ssifdados em métodos parasitologicos,

moleculares ou imunoldgicos (BRASIL, 2010).

Quadro 1 —Classificacao dos tipos de métodos utilizados gegnostico da esquistossomose.

Métodos de diagnéstico
Diretos Indiretos
» Parasitolégicos (Kato-Katz) » Epidemiologia (dados clinicos do paciente)
» Imunoldgicos (pesquisa de antigenos) » Imunoldgicos (pesquisa de anticorpos)
» Moleculares (PCR, LAMP) » Métodos de imagem (ultrassonografia)

Fonte: Elaborada pelo autor.
2.5.1 Métodos de imagem

Dentre os métodos de imagem, podemos destacarrassolhografia (US) como
método mais utilizado por ser um método seguroidoamao invasivo, simples de ser
realizado, por permitir a avaliacdo da extensaeotuedo da doenca, a avaliagédo do grau de
fibrose periportal (FPP), além de auxiliar na dfass;do das fases da doenca, possuir um
baixo custo, ndo apresentar desvantagens como adiagdo e por possuir simples
aplicabilidade em estudos de campo quando compasadwtros meétodos de imagem
(DOMINGUES, 2008).

A OMS classifica os graus de fibrose de duas masieurma graduacgéo subjetiva e
outra objetiva. Na subjetiva ocorre uma analise pamativa do figado examinado com
determinados padrées de comprometimento pela ébpesiportal (BURKEet al, 2009;
SANTOSet al, 2007), estes padrbes sao obtidos pela claggificde Niamey (RICHTEIRt
al., 2001), a qual considera seis padrdes de filppesportal sendo: A (auséncia de fibrose);
B (duvidosa); C (periférica); D (central); E (avadg) e F (muito avancada) (SANT@Sal,
2007). Na objetiva, o que ocorre € uma analise tgativa na qual se mede a espessura da
fibrose periportal. O espessamento fibroso pedbaanstitui alteracbes que permitem uma
identificacdo da doenca, sendo caracterizado nacti8o area de hiperecogenicidade
periportal (BURKEet al, 2009; SANTOSt al, 2007). Apesar da ampla utilizagdo da US no

acompanhamento e classificacdo das formas climiaassquistossomose, esse método de
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avaliacdo ndo pode ser utilizado no diagnéstice psialteracdes patognoménicas da FPP so
surgem em caso mais avangados da doenca, além plisaoa realizacdo do método ainda
existe necessidade de um examinador treinado (FAYA®al, 1984; PINTO-SILVAet al,
1994; RICHTERet al, 2001).

2.5.2 Métodos parasitoldgicos

As contribuicbes cientificas do diagnostico pacdégico da esquistossomose dos
altimos 50 anos, no geral, ndo resultaram no dedeémento de novos métodos. Porém, tém
contribuido bastante para uma melhora na compreedad vantagens, limitacbes e da
utilidade dos métodos disponiveis atualmente. O®doé parasitoldgicos baseiam-se na
deteccdo de ovos do parasito nas fezes ou nossednl paciente, dentre estes métodos
podemos destacar o esfregaco fecal Kato-Katz o tpral sido amplamente estudado
(ENGELSet al, 1997; KONGSet al, 2001; UTZINGERet al, 2001; BERHEet al, 2004;
ENK et al, 2008; LINet al, 2008).

Tendo sua utilidade no controle da morbidade betabekecida, este método é
considerado o padrdo-ouro na esquistossomose nieassendo o método mais utilizado
pelos programas de controle (GOME&ial, 2014).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) recomendalizagéio desta técnica nos
inquéritos epidemioldgicos por ser um exame simplegpido, de facil execucao,
independente de grande infraestrutura laboratogiapor apresentar um baixo custo,
aproximadamente U$ 2 por teste. Além disto, esttete preciso quantitativamente,
permitindo, a avaliacdo da eficacia do tratamerdgocagaliacdo da intensidade de parasitismo
pela contagem de ovos em quantidade padronizaflezee expressa por ovos por grama de
fezes (opg) (ALMEIDA, 2003; KATZet al., 1972; KATZ &; GONCALVESet al., 2005;
ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 1985; SOUZ/et al.,2007).

Entretanto, resultados negativos em exames copcokgao excluem a possibilidade
de infeccéo, principalmente nos casos de pacientesnfeccéo leve ou em fase cronica e em
areas de baixa endemicidade onde a carga parasitamuito pequena. Sendo assim, a
prevaléncia da doenca € subestimada nestes ltarai®, em vista a baixa sensibilidade desse
meétodo para detectar casos com pequeno numeroade (DEVLAS; GRYSSELS, 1992;
DOENHOFFet al.,2004; NOYAet al.,1999; RABELLO, 1997). Um aumento consideravel
da sensibilidade desta técnica pode ser obtidwésrdo aumento no nimero de laminas

examinadas e/ou do tamanho da amostra, tornandiwrica mais eficaz nestes casos.
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Contudo, esta abordagem limitaria as vantagensaopemis deste método em trabalhos de
campo de grande escala (DEVLAS; GRYSSELS, 1992).

A biopsia retal ou hepatica sdo métodos auxilianeécados em casos de exame
parasitologico de fezes negativo ou em condi¢cdasonegpeciais, porém a bidpsia hepatica,
para o diagnéstico exclusivo da esquistossomoseé mécomendada, sendo utilizada apenas
em casos de diagnéstico diferencial ou quando béss&lade de conhecimento da histologia
do figado, visto tratar-se de um procedimento imeaVIELO; COELHO, 2010; NEVES,
2006; BRASIL 2010). O desenvolvimento de outrasiitéas coproscopicas baseadas em
sedimentacdo, centrifugacdo, flutuacdo e eclosdomiacidio, podem constituir uma
alternativa a técnica de Kato Katz (GOM&Sal, 2014).

2.5.3 Métodos moleculares

Na ultima década os métodos moleculares de didgadsara esquistossomose tém
sido bastante estudados, com o desenvolvimentoldeeiras técnicas baseadas na deteccao e
amplificacdo do DNA gendmico d®. mansoni(PONTESet al, 2002, 2003; RABELLGCet
al.,, 2002; SANDOVALet al, 2006).

Dentre os métodos moleculares disponiveis, a reagécadeia polimerase (PCR) é a
técnica mais utilizada, possuindo muitas variagfieso LAMP (oop mediated isothermal
AMPIification), PCR Polimerase Chain Reatiprconvencional, PCR-ELISA, Nested-PCR,
gPCR Real Time Polimerase Chain RealiaRT-PCR Reverse Transcriptase Polimerase
Chain Reatioh (REITHINGER; DUJARDIN, 2007).

Através do desenvolvimento de diversificados egumdCR vem se tornando cada
vez mais um meétodo alternativo para o diagnéstiao edquistossomose, como ja foi
mostrado, esta técnica pode utilizar na amplifioad@ DNA uma gama variada de amostras
como: fezes (ESPIRITO-SANT®t al, 2012); soro (TEN HOVEet al, 2008; HAGGAG;
ABDULLAH, 2011); urina (SANDOVALet al, 2006; ENKet al, 2012 apud CARNEIR@t
al., 2013) e plasma sanguineo (CARNEIR®Gal, 2013). Além disso, estudos tém mostrado
que através da PCR, é possivel detectar infecc@essifarias precocemente quando
comparados com outros métodos de diagnostico, nbega detectar 8chistosoma spmo
primeiro dia poés-infeccdo (KATO-HAYASHIet al, 2010; SULBARAN et al, 2010;
GENTILE et al, 2011).

Estudos também tém revelado que valores de sedad®l e especificidade das
técnicas de PCR, no geral, sdo satisfatérias, adenwonstrado no estudo de Porgesal.
(2003), onde a técnica de PCR demonstrou uma defesile de 96,7% e uma especificidade
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de 88% quando aplicada em uma area endémica dioedtaMinas Gerais, tornando esta
técnica 10 vezes mais sensivel do que o esfregagdatb-Katz (PONTESt al, 2003;
CARNEIROet al, 2013; GOMES:t al, 2014).

Entretanto, apesar dos resultados observadossha$os acima mencionados, a PCR
para diagnéstico da esquistomossomose, ainda néaceatra padronizada e seus valores de
sensibilidade e especificidade sdo aquém do esppad um método molecular (ENK, M. J.
et al, 2012). Além disso, ha a necessidade de uma stftdera laboratorial mais complexa
com custo mais elevado e de profissionais capastpdra implementacao e realizagéo desta

técnica, dificultando sua utilizagdo em pequenogros de salude nas areas endémicas.

2.5.4 Métodos imunolégicos

Métodos imunoldgicos de diagndstico caracterizameda deteccdo de antigenos do
parasito ou pela deteccdo de anticorpos geradewéstrda resposta imunoldgica dos
hospedeiros humanos contra estes antigenos (BRAXIL)). Visando a promocédo de
alternativas para o diagnéstico da esquistossontlesele a década de 80 varios grupos de
pesquisa esforcam-se na tentativa de desenvolveodos de imunodiagndstico que
apresentem altas taxas de sensibilidade e esjdaifec (CARVALHO, G. B. Fet al 2011;
DOENHOFF, 1982; GOMESet al, 2014; MOTT,; DIXON, 1982; RABELLO, 1997;
SMITHERS; MONTENEGRO, 1992; WU, 2002).

Apesar do alto numero de técnicas desenvolvidag;gsotém alcancado as etapas de
desenvolvimento e validagao de teste em largaa$G&DMESet al, 2014), tendo nenhum
dos métodos preenchido todos os requisitos para“téoaica ideal” como ser rapido, de
baixo custo, depender de pouca infraestruturajesédcil realizacdo no campo, usar reagente
anico e apresentar altos valores de sensibilidaspecificidade (RABELLO, 1997). Dentre
as técnicas desenvolvidas, as mais utilizadas $ést® de imunofluorescéncia indireta (IFl),
teste de hemaglutinacdo indireta (HAI), teste dgde intradérmica e ELISA (NEVES, 2006;
GOMESet al, 2014).

Apesar do teste de reagdo intradérmica perman@s#ivp por muitos anos apos a
realizacdo de tratamento quimioterapico eficaz,&stum modelo de teste desenvolvido para
0 reconhecimento imediato de antigenos do vermétoadio géneroSchistosomae foi
amplamente utilizado em investigacdes e inquégfmdemiologicos na China e Porto Rico
(GOMESet al, 2014).

Através de sec¢bes drhistosomadulto em IFI foi demonstrado que a fluorescéncia

associada ao intestino pode ocorrer no 44° diargéscdo, estando associada com infeccao
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esquistossomoética aguda. Este teste tem sido dplickesde 1998 como ferramenta
diagndstica em inquéritos epidemioldgicos de admdpaixa endemicidade no Brasil. Em
estudo comparativo realizado entre a IFl e o padwi@, demonstrou-se que a taxa de
prevaléncia de uma populacao se elevava de 1,&8¢atdo Kato-Katz, para 33,2% e 33,5%
quando a triagem era realizada pelos métodos delHg@ IgM-IFI respectivamente
(KANAMURA et al.,1979; GOMESt al, 2014).

A aglutinacéo de hemécias liofilizadas revestidas SEA € o principio basico para a
deteccdo de soros com anticorpos para a esquistosseprealizada através da técnica HAI,
um teste simples, que requer pouca infraestrutypassui facil realizagdo em campo. Além
destas vantagens esta técnica apresentou em estives de sensibilidade que giram em
torno de 85%, porém sua aplicabilidade em estudagahde escala € limitada por sua baixa
especificidade, pelo tipo de eritrocito e antiggpela persisténcia de reacdes positivas apos
tratamento eficaz e pela variagdo de sua sensibididirente a taxas de prevaléncias
diferentes. Devido a estas desvantagens esta @éstipode ser recomendada como uma
método auxiliar para o controle da doenca (SOR@H&.,2005; GOMES:t al, 2014).

Além de ser o teste mais utilizado para o diagoostorologico da esquistossomose, 0
ELISA também € o teste mais versatil permitindotilzacdo de diferentes antigenos e a
deteccdo de diferentes classes de anticorpos (g, e 1gG). A deteccdo de anticorpos
utilizando antigenos derivados & mansoninicialmente era feita com extratos brutos do
verme como o0 antigeno soluvel do ovo (SEA) e asepras soluveis de vermes adultos
(SWAP). Poréem, a baixa especificidade reveladagstwdo iniciais com estes preparados
antigénicos desencadeou o desenvolvimento de aspata obtencdo de novas preparacoes
antigénicas e antigenos purificados, como a fraefiénica 6 (CEF6), o antigeno soroldgico
maior (MSA1), antigenos microssomais do verme ad{MAMA) e o antigeno associado
intestino, com a finalidade de desenvolver variacde ELISA mais especificos e que
apresentassem menores taxas de reatividade crid@dar; DIXON, 1982).

A primeira tentativa de desenvolver e padronizasams diagnésticos baseados na
determinacdo de anticorpos especificos foi feita Mott e Dixon em 1982, num estudo
comparativo utilizando uma plataforma ELISA comificeicoes proteicas diversas, como a
CEF6 e MSAL, provenientes do extrato bruto do &BA). Neste estudo, o antigeno CEF6
além de possuir a maior correlacdo com a taxa degxo do ovo em comparacao as outras
preparacdes, este antigeno também demonstrou @it énsibilidade e uma especificidade
de 90% (MOTT; DIXON, 1982). Desde entdo estudos @p@EF6 vem avaliando-o nas
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areas endémicas @& mansonno Quénia, Arabia Saudita e Burkina Faso (DOENH@FF
al., 1993; GHANDOURet al, 1997; SORGHt al.,2005)

O método direto de ELISA por captura utilizando@rpos monoclonais foi um dos
primeiros a ser usado para auxiliar no critériocdea, pois consegue detectar antigenos
circulantes, caracterizando a doenca ativa e ainaia o problema da baixa especificidade no
diagnostico através da dosagem de anticorpos (RABEL997).

Atualmente, existem varios antigenos derivadoS .dmansongue foram encontrados
na circulacdo, porém, somente alguns foram benmdastis, com é o caso do Antigeno
Anidnico Circulante (AAC) e do Antigeno Catidnicar€lilante (ACC), nomeados devido seu
comportamento migratério na imunoeletroforese (BRRERFFet al, 1994; VAN DAM et
al., 1994). Num experimento testando a sensibilidadesgntada pelo ACC numa plataforma
de ELISA, foi demonstrado que a taxa mais baixaadével do antigeno no soro foi
relacionada a uma excrecdo de no minimo 10 ovogeona de fezes (DE JONGEt al,
1988; DEELDER et al, 1989). Além disso, os antigenos circulantes Si#istosoma
desaparecem rapidamente apds um tratamento gfmaendo ser utilizado para avaliacdo de
cura. Até o momento ensaios disponiveis utilizandG@A tém demonstrado uma
confiabilidade moderada no diagndstico da esquistnese (EL-MORSHEDYt al, 1996;
GOMESet al, 2014).

Em geral, o diagndstico imunolégico é sensivel m t®mo principal utilidade o
diagndstico da esquistossomose com baixa cargaitdaia onde 0 exame microscopico
ainda encontra-se negativo (GRYSEELS, 2012). Aléssal estes ensaios possuem uma
elevada sensibilidade devido a uma taxa muito baafalso-positivos em zonas nao
endémicas, e os niveis de antigenos circulantedngemte correlacionam-se com o numero
de ovos excretados (VAN LIESHOUT, et al, 1995).

Entretanto, mesmo possuindo uma boa sensibilida@specificidade de muitos dos
métodos desenvolvidos ndo é satisfatéria devideagdes cruzadas com outros helmintos,
protozoarios. Reac¢des imunoldgicas utilizando edrantigénicos brutos tendem a gerar
uma baixa especificidade, prejudicando desta mareeiconfirmacdo absoluta da infeccdo
(CARVALHO, G. B. F.et al 2011; DOENHOFF, 1982; GOMES$t al, 2014; MOTT;
DIXON, 1982; RABELLO, 1997; SMITHERS; MONTENEGRO992; WU, 2002)..

Entdo, variacbes de ELISA que utilizem antigenostgiros recombinantes e
antigenos derivados de estudos protedmicos repagsaemma linha de pesquisa promissora
no diagnostico da esquistossomose, porém a graad®iandestes estudos encontra-se na

fase experimental. Desta forma, a avaliagdo de snamtigenos com potencial de utilizacdo
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no diagndstico sorologico da esquistossomose, @pdeéar a superar as limitacdes na
utilizacdo do ELISA para deteccdo de anticorposREALHO, et al, 2011; GOME&et al,
2014).

2.6 Polipeptideo Sm15

O Sm15 é um polipeptideo de aproximadamente 15 #ua foi identificado
originalmente por Abatlet al., (1993) a partir do isolamento de dois cDNAs (A78184)
derivados de uma proteina precursora que possdl afBnoacidos, massa molecular de
116,9 kDa e que apresenta em sua sequéncia regsetgd tandemi~{gura 8). Denominada
‘major tegumental antigen SM15’ e cadastrada noctate dados proteicos do NCBI
(National Center for Biotechnology Information)atés do nimero de acesso - AAA03033.1.
Esta proteina precursora esta presente no sinéctchistosomaparte do tegumento que
reveste 0 verme numa membrana proteica heptalaTimamadas proteicag)igura 9).

Segundo Abatlet al. (1994) o polipeptideo Sm15 esta presente em veachdfos a
partir da segunda semana de vida, porém o mesnipeptileo ndo é encontrado em
miracidios e no esquistossémulo. Além disso, oppplideo Sm15 possui uma sequéncia de
aminoacidos hidrofilica, entretanto o mesmo € mao na fracdo em que se utiliza
detergente triton x-114, 0 que sugere que 0 pracessto da sua proteina precursora pode
incluir algum tipo de modificacdo hidrofébica compor exemplo, ligacdo a lipideos
(ABATH et al, 1994). A localizacdo ultraestrutural de Sml5coatrada utilizando-se
anticorpos, indica que esta proteina se encontrsinoicio, mas ndo na membrana externa
(ABATH et al, 1997) e a identificacdo por sequénciamento g@weeN-terminal da proteina
indica que Sml5 se localiza entre os aminoacido2 86 497 de seu precursor
(WERKHAUSER, et al, 2000). Andlises de bioinformatica demonstraram spmente duas
sequéncias disponiveis no GenBank apresentavamldgisnacom a sequéncia do Smilb5,
ambas de espécies do género Schistosoma. Tahtitou que esse polipeptideo por ser tdo
especifico pudesse apresentar menores taxas deseagzadas num teste soroldgico. Além
disso, em estudos prévios, o polipeptideo Sml5sapteu reatividade quando confrontado
com soros de animais infectados c8ohistosoma manso(@omunicacdo pessoal), portanto,
possuindo assim um grande potencial para abordaigensoprofilaticas e para testes

diagndsticos.
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Figura 8 - Sequéncia da proteina precursora ‘major tequmantajen SM15’

MGGILSRFSSR 11
KDEKPATDSRSAAT IRKRWSWRSNKKPSDVGGTTVNRSSTMPTRTRLQPTEE T PEDRKHDDI FDSEHDEKNY SNSVVTSNONDHT 96
SQHSSGQOEQHNVEY SNKPIVHEI PGKKDEKQPIQISSTNEPENKDNVTREI STEEAELL ISHALPNQENVGPHGNITGSGINGS 181
LTHDNINFNHTEDL IVNKQQLEEKLDHS THDSGLMMDQQE ITKDQNGFFDSTQHHFEDKT DLLKEDDIHSEITGEEIKLGONPPV 266
YLPSEEIEEFVHONIRKHDSNEHLKVONDI IEQGGEENLSTESSNHNEVTQPSPYICFYRPNVVEY PPPEEIQLNDIDEQTYKQQ 351
TNNISNIQSSGTVGEKDS IHDQVVONESFECSAELRAFHDLSNNEELPNSELIDKDNKVNEVETENTLDNVISERVEQKNAFQET 436

Repeat 1
LEKELSESLMNAGETKIWPININDEIHVEQTENISHPKYTEHDAPIDEEATPNELDKCSSQPGLTYDPVPSLSPITTEj 519
Ay
melp Repeat 2
[PINLDDDMHAEQTEK SHPENMES INLGDE THVEQTENI SHPKY TEHDAP IDEEATPNELDKCSSQPGLTYDEVPSLSPITTE 602
mmp Repeat 3
[PINLDDDMHAEQTEKI SHPENMES INLGDETHVEQTENI SHPKY TEHDAP IDEEATPNELDKCSSQPGLTYDEVPSLSPITTE] 685
692
memlp> Repeat 4
[PINLDDDMHAEQTEKI SHPENMES INLGDEIHVEQTENI SHPKY TEHDAP IDEEATPNELDKCSSQPGLTYDEVESLSPITTE] 768
melp Repeat 5 $ags
[PINLDDETRAEQNE Y TSPSERNVNNNIPVEKS THTVLESPTERVTEYNFSSNESHFTSELVINEDNKEVIKDVDLEHSTEREKTE 853
A 558

DIHHKQINDTETLTTFEESVSNLHNTLNSTHIDDEIDQHQTLET SHDENHTDVQLNTDIMNVITSENLHTNF INANDEFEDEAQS 938
LVQSVLNNAKEFVENENNFENHONSDTINTNLILTNNNSNNNDY LTNNNSY INEEDT TEMKQNMIMKT SMEFDHSDLSESNNQHL 1023
NNTNDLTIA 1032

Fonte: Adaptado de WERKHAUSER:t al, (2000).

Nota: F|gura demon§trqndo a sequéncia da proteina paraLimajor tegumental antigen SM15’, evidenciando
em negrito a sequéncia do polipeptideo Sm15 e psticées em tandem apresentada pela sua proteina
precursora.
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Figura 9 - Representagadiagramatica do tegumento do verBeghistosoma mansoni
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Fonte: adaptado das anotagdes pessoais de WERKHAUSHR, R.
Nota: A figura acima mostra o desenho esquematico doicginevidenciando suas estruturas, CA-Corpos
Alongados, CM-Corpos Membranosos, D-Depressdesrfitipiss do tegumento, E-Espiculas, LB-Lamina
Basal, M-Membrana externa heptalaminar, MC-Fibra séMlares Circulares, ML-Fibras Musculares
Longitudinais, ST-Células subtegumentares ou “CytenN-Nucleo.
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3 JUSTIFICATIVA

Esquistossomose mansbnica € uma parasitose humanaexpansao, sendo
considerada endémica em 54 paises do mundo. N@ 8stes parasitose é encontrada em 18
estados brasileiros e no Distrito Federal (GAZZINEEt al, 2002) e estima-se que 4,6% da
populacdo esteja infectada, o que torna o Brasdie da América do Sul com maior niUmero
de casos registrados da doenca (DE SOWtAl, 2012). O Nordeste, além de ser a regido
brasileira com a maior mortalidade do pais (FERREIRILVA, 2007) é a regido que
apresenta o maior numero de individuos infecta@ESENDES; SOUZA; BARBOSA,
2005). Em Pernambuco, a area endémica engloba @62186 municipios do estado
(DOMINGUES; SILVA, 2011). Dada a importancia daeofdo esquistossomotica e as
limitacbes apresentadas pelos métodos de diagodadiizados atualmente, como a baixa
eficacia do padrdo ouro em zonas endémicas, a bapecificidade dos métodos soroldgicos
e a falta de métodos moleculares padronizadosfigaste o desenvolvimento de novos
meétodos diagnoésticos (DOENHOFF, Meif.al,2004; FATAARet al, 1984; PINTO-SILVA
et al, 1994; RICHTERet al, 2001). Além disso, a presenca de antigenos desvaosS.
mansonina circulagdo sanguinea e nas excretas de hospedeio grande potencial para
abordagens diagndsticas do polipeptideo Sm15,¢cefoe encorajam o desenvolvimento do
imunodiagnéstico na esquistossomose (ABA@&tHal, 1994). Portanto, acreditamos que a
elucidacao da reatividade do polipeptideo em p@eim15) em humanos é de extrema
importancia para o desenvolvimento de abordageagndsticas, criando assim, novas
possibilidades para realizagdo de triagens sod8@m zonas endémicas, para o diagnéstico
precoce da doenca e métodos nao invasivos parartifacdo das formas clinicas aguda e
cronicas da doenca, a fim de melhorar o acompanttanierapéutico e a qualidade de vida

dos individuos infectados.
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4 OBJETIVOS

4.1 Geral

Produzir o polipeptideo recombinante Sm15 derivddoSchistosoma mansora
verificar o seu potencial para o desenvolvimento ni&todos baseados no diagndstico

imunoldgico.

4.2 Especificos

a) Obter o polipeptidio recombinante Sm15 em sistemaxpressao procarioté.(
coli).

b) Avaliar a reatividade do polipeptidio Sm15, frerdes soros de pacientes
esquistossomoticos.

c) Comparar dos ELISA utilizando os antigenos Sm15E4, Satravés valores de
sensibilidade, especificidade, likelihood raticuevea ROC.

d) Correlacionar os niveis de reatividade do polipEmiSm15 frente aos anticorpos
presentes no soro de pacientes com as formas adirdguda e crbnica

esquistossomose.
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5 METODOLOGIA

5.1 Desenho e populacéo de estudo

O desenho de estudo foi do tipo corte transverwal grupos de comparacéao interna.
Pacientes com esquistossomose mansonica de ambegasscom idade superior a 18 anos
foram selecionados por demanda espontanea no paetéodezembro de 2013 a dezembro de
2014 no ambulatério de Esquistossomose do Hospésl Clinicas (HC) da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE), através da histdpidemiolégica, exame clinico,
ultrassonografia abdominal e parasitologico dede@s pacientes tiveram a confirmacéo da
presenca e grau da fibrose periportal através tdassbnografia abdominal (classificacdo de
Niamey) (RICHTERet al, 2001). Os pacientes foram divididos em 2 grugmacordo com a
classificacdo dos estagios clinicos da esquistassen®© grupo 1, foi formado por pacientes
esquistossomoticos que apresentavam a forma agdja@ grupo 2 foi constituido por
pacientes que apresentaram a esquistossomosamedidnica crénica(n=67).

5.2 Método de Coleta de Amostra de Material Bioldgico

Os pacientes que aceitaram participar do estuddordea voluntaria, assinaram o
termo de consentimento livre e esclarecido (TCLEyeram 3 ml de seu sangue coletado,
através de um tubo adaptado a uma agulha, esté@tdseartavel. A coleta de material
bioldgico ocorreu em local apropriado, de acordm @ normas de biosseguranca e o sangue
coletado foi enviado para o Laboratério de Imunologia e Biologia Molecular (LIBM) do
Departamento de Imunologia do CPgAM/FIOCRUZ, onddos os procedimentos de

preparacao e estoque dos soros foram realizados.

5.3 Obtencéo dos vermes e extracdo do DNA

Um total de 30 vermes da espé@e mansoni foram gentilmente cedidos por
integrantes do grupo de pesquisa em inovacgles égieps na esquistossomose, do
Laboratério de Imunopatologia e Biologia MoleculalBM). Estes vermes foram macerados
com nitrogénio liquido, utilizando cadinho e pwtiEntdo, tiveram seu material genético
extraido pelo método do “Trizol Reagent” (Invitrogée technologies, USA) de acordo com

as instrucdes do fabricante, apés essa etapa @rafmsarmazenada a 4°C.
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5.4 Amplificagao das sequéncias de DNA — PCR convencain

Andlises realizadas em bancos de dados de segsi@ecidNA indicam que ndo havia
introns na sequéncia do gene da proteina precullsoanl5. Portanto, a amplificacdo dos
genes pode ser feita diretamente do DNA gendmiaca B amplificacdo do polipeptideo
Sm15 foi realizada uma reacdo com volume final SieL2 contendo tampé&o da Platinum®
pfx DNA polymerase 1x (Invitrogen Life TechnologiedmM de MgSQ@, 300uM de cada
dNTP, 8uM de cadarimer (Sm15Fe Sm15R e 0,03 unidades de Platinum® pfx DNA
polymerase (Invitrogen Life Technologies) e 30ng@NA. Como controle negativo, foram

utilizados os reagentes sem adicdo de DNA:

Tabela 2 -Mistura para PCR convencional do polipeptidio Sndéstacando as diferencas entre a utilizacdo
para os diferentes tipos de enzimas polimerassmmatPfx e Taq Platinum respectivamente

Mix - Sm15
H,Odd 15,1 pL
Buffer (10x) - sem cofator 2,5uL
DNTP’s 0,8 pL
MgSQOy/ 0,5 puL
Sm15f 0,8 pL
Sm15r 0,8 pL
TagPlatinum PfX 0,5puL
DNA 4,0 L

Fonte: Elaborada pelo autor.

O termociclador utilizado foi o “Mastercycler gradt” (EPPENDORFF), e a reacéo

step down foi realizada de acordo com o seguirdgrama:

a) Desnaturacao inicial a 95°C por 5 minutos;

Desnaturacéo: 95°C por 30 segundos
b) 05 ciclos: < Anelamento: 60°C por 30 segundos
Extensao68//2°C por 60 segundos
Desnaturacéo: 95°C por 30 segundos
c) 05ciclos: < Anelamento: 58°C por 30 segundos
Extensao68//2°C por 60 segundos

Desnaturacédo: 95°C por 30 segundos
d) 20 ciclos : Anelamento: 56°C por 30 segundos
Extensao68/7/2°C por 60 segundos

e) Extensao final &8/7-°C por 5 minutos.
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A deteccdo do produto da PCR foi feita através ateda eletroforética em gel de
agarose a 1%, posteriormente corado com brometidi®. O tampao de corrida utilizado
foi o TAE 1x (Tris-base 0,4M, EDTA 20mM, acetatostalio 0,13M, pH 8,0).

5.5 Clonagens

O processo de clonagem foi realizado em duas ethljpagrimeira, etapa o fragmento
de DNA codificante da Sm15 foi clonado utilizand&iv*pGEM-T Vector System”, o DNA
plasmidial obtido foi inserido nas bactériascherichia coliDH10B por eletroporacédo e as
cepas foram selecionadas em meio LB agar com 16Qudg ampicilina. Os clones positivos
foram selecionados pela PCR das coldnias creseidaseio LB agar e os clones de interesse
foram cultivados em meio LB liquido, entdo a exdiag@o DNA plasmidial foi realizada
através da técnica de extracdo de DNA em pequeswaedescrita em Sambroah al.
(1989). Os clones positivos obtidos foram analisagor amplificacdo atraves de PCR de

coldnia e por sequenciamento da DNA.

5.6 Sequenciamento de DNA

As construcdes plasmidiais obtidas foram submetdasequenciamento de DNA no
Nucleo de Plataformas Tecnolégicas (NPT) do Cedi&oPesquisas Aggeu Magalhaes,
FIOCRUZ-PE (CPgAM/FIOCRUZ-PE), utilizando o sequedor ABI 3100 genetic
analyzer (Applied biosystems). Os resultados for@malisados utilizando os programas
‘SeqMan’, ‘MegAlign’ e ‘EditSeq’ do “DNA Star” (Laargene) e o programa “Chromas Lite
V2.01".

5.7 Extracdo do inserto e subclonagem em plasmideo depeesséo

A extracao do inserto do plasmideo pGEMTEasy falizada através de uma digestao
dupla com as enzimas de restricdo Ndel e EcoRI (Hagland Biolabs), cujos sitios por
serem colocados na sequéncia domers Sm15Fe Sm15Rse encontravam flanqueando o
inserto. A reagcdo de extracdo foi realizada come bass informagdes fornecidas pelo
programa “Double Digest Finder”, o tampao de estédihh NEBuffer 3.1. O inserto obtido foi

ligado com a T4 DNA Ligase aos vetores de expreps#dETa e pTYB21 e em seguida
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foram inseridos em bactéri& coli DH10B por eletroporacéo. Os clones positivos aistid
foram analisados pela digestdo com enzimas décése por sequenciamento da DNA.

5.8 Expressao e purificacdo do polipeptideo

Para a expresséo dos polipeptideos, os plasmideifisguios contendo os genes de
interesse foram inseridos em bactékasoli da linhagem BL21 Star™ por eletroporacdo. O
cultivo foi realizado no volume 500mL de meio LBnt@mpicilina (100 puL/mL), até que o
meio atingisse uma densidade Otica de no minimo (B¥%nm). O isopropil ti@-D-
galactosideo (IPTG) na concentragéo final de 1 miMitilizado na inducéo da expressao dos
polipeptideos durante 4 horas.

Apos a inducéo da expressdo os 500mL de cultuaanfaentrifugados a 15000 rcf por
10 min, e o sedimento solubilizado em 30mL tampm&dato 1x com imidazol a 30mM. Em
seguida, as células foram sonicadas a uma amplitedg0% por 4 tempos de 30 seg com
intervalos de 30 seg no gelo. Fizemos uma novaifteggcao a 15000 rcf por 10 min e a
frac&o soluvel foi utilizada na purificacao.

As purificacdes foram feitas através de cromatograé afinidade por imobilizagéo
dos ions metalicos utilizando-se uma coluna deehijonL, HisTrap kit (GE Healtcare Life
Sciences) para purificacdo dos polipeptideos camdacale histidinas. Para purificacdo das
proteinas quimeéricas fundidas com inteina, a pagho foi realizada por imobilizacdo em
resina de quitina utilizando-se o kit IMPACT (Newndtand Biolabs), para ambos os
protocolos seguiram as instrugdes dos respectalmgchntes. A visualizacdo dos produtos da
purificacdo foi feita através de gel de SDS — PA®GH poliacrilamida a 15%.

5.9 Sequénciamento dos polipeptideos Sm15 recombinantes

Aliquotas dos polipeptideos recombinantes ‘Sm15BAY (Smi15i) e
‘Sm15.pRSETA’ (6His-Sm15) foram submetidas ao seqia@nento de proteinas na
plataforma de espectrometria de massas do Insti@aolos Chagas, FIOCRUZ-PR
(ICC/FIOCRUZ-PR), utilizando o espectrometro de saasLTQ Orbitrap XL™ Hybrid lon
Trap (Thermo Scientific). As amostra proteicas fzadas foram fracionadas em gel de
poliacrilamida a 15%Higura 26) e posteriormente tiveram suas bandas excisadgeld®
estocadas em agua ultrapura. Entdo, as amostrasn f@nviadas a plataforma de
espectrometria de massas do ICC em temperatur&ai@bApds algumas etapas de lavagem

e tratamento do gel foi adicionada a tripsina, gara a proteina recombinante pudesse ser
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digerida em varios polipeptideos. Em seguida gstéipeptideos foram retirados de gel e
transferidos para um tampao onde o processo dé&cpgéo continuou por mais algumas
etapas e, por fim, os polipeptideos foram colocaungspectrofotdmetro para analise. Os
resultados, em forma de sequéncia peptidica, fousiizados em uma pesquisa por

sequéncias homdélogas contra o banco de dados @vdini

5.10 Reatividade do polipeptideo Sm15 por ELISAn house

As placas foram sensibilizadas por adsorcao fisicegnte a noite, utilizando 250 ng
dos fragmentos peptidicos Sm15 diluidos em solta@ponada de carbonato-biocarbonato
(0,02 M NaCGQs;; 0,03M NaHCQ; pH 9,6) no volume final de 50uL/pogo. A quantidate
proteina foi definida nas etapas de padronizac&opdgos das placas sensibilizadas foram
lavados quatro vezes com PBS (pH 7,2) Tween-20 @PB&T). O bloqueio das placas foi
feito com leite a 5% diluido em PBST por 1 hor&/@3 A placa foi lavada quatro vezes com
PBST. Em cada poc¢o sensibilizado foi adicionadopl0@os soros de pacientes diluidos
numa proporcdo de 1:200 em PBST, incubando-seds l@oB7°C. Apos quatro lavagens com
PBST adicionamos 100uL do conjugado anti-lgG hunpmraxidase diluidos na proporcao
de 1:2000 de em PBST. Apds incubacédo por 1 ho838@ e quatro lavagens com PBST, foi
adicionado em cada po¢o 100uL da solugcdo cromdfBn& (2,2-azino-de [sulfato(6) de 3-
etil benzitiazolina]). Nesta etapa a incubacaafemperatura ambiente e ao abrigo da luz. O
controle negativo consistiu de pacientes sabidame@id esquistossomaoticos. A reatividade
foi avaliada espectrofotometricamente através itierdeda densidade 6ptica em comprimento
de onda de 405 nm. As leituras e os calculos daseotracdes referentes as dosagens foram
realizados com softwareSkanlt for Multiskan FC 3.1 (Thermo-scientificamd comparar o
desempenho do ELISA-Sm15, foi realizado um ELISBzaindo SEA, descrito previamente
pelo nosso grupo (BECHt al, 2008).

5.11 Analise estatistica

Os resultados foram obtidos utilizando-se softwaresExcel v. 2010, GraphPad
Prisma v. 5.0, MedCalc v14.8.1.0, R (http://www.Rjpct.org/) e as conclusbes tomadas
com o maximo de confiabilidade, ao nivel de sigéificia estatistica de 5%. A apresentacao
das variaveis mensuradas foi realizada atravésalelals e graficos apresentando média
aritmética, desvio padrdo ou erro padrédo da medkavariaveis foram testadas quanto as

suposi¢cdes de normalidade e homogeneidade atragétestes d&hapiro-Wilke Bartlett,
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respectivamente. Observando o pressuposto de ndaaelfoi utilizado o test@-Student
para testar as diferencas de médias, caso contfdriatilizado o teste déann-Whitney
quando observando a independéncia dos dados e a&¥ilcoxquando néo, testando assim
a diferenca de medianas. Também foi utilizadeN®DVA para testar as diferencas entre os
grupos (média), e como post hoc o testeldkey Para avaliar o desempenho dos ELISA
utilizando como antigenos o polipeptidio Sm15 e SBA parametros de sensibilidade,
especificidade, likelihood ratio e a curva ROC (&eer Operating characteristic) foram

determinados.

5.12 Aspectos éticos

Todos os pacientes envolvidos neste estudo tivgrarticipacdo voluntaria, apos
leitura e assinatura do “Termo de Consentimentoelé&vEsclarecido - TCLEApéndice A),
segundo a resolucdo CNS 196/96, vigente na épocanidm do estudo. Dados dos
prontudrios desses pacientes, e resultados de sxam® ultrassonografia foram coletados e
armazenados em formulario de pesquisa especifip@ndice B. Todos os individuos
envolvidos neste estudo tiveram 3 ml de seu sangl&tado em tubo seco, através de um
sistema adaptado com uma agulha, estéril e degelpid@ra a posterior andlise dos niveis de
anticorpo especifico para a proteina Sm15. O pmoeedo de coleta de sangue periférico
ocorreu em local apropriado, de acordo com as r@meabiosseguranca e todo material
utilizado foi descartavel. A conduta de inclusds deesmos e 0s protocolos experimentais
foram submetidos, e aprovados pelo Comité de HiicaCentro de Pesquisas Aggeu
Magalhdes/FIOCRUZ (CPgAM/FIOCRUZ) com anuéncia dospital das Hospital das

Clinicas da Universidade Federal de PernambucoyRRE) Anexo A).
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6 RESULTADOS
6.1 Amplificacdo e clonagem da sequéncia codificante @ao polipeptideo Sm15

Para amplificacdo do polipeptideo Sm15, foram des#os doigprimers, Sml5Fe
Sm15Rque se anelam a sequéncia do gene GSM70 (nureexrcedso, L07513.1). Este gene
codifica uma proteina de 1032 aminoacidos que ppatessada da origem a Sm15ner
Smil5Fanela em apenas um sitio na sequémdgufa 10), enquanto o anelamento gomer
Sml15Rocorre em pelo menos quatro posicoes difererigaia 10) devido a presenca de
regides repetitivas. A amplificacdo do fragmentaig@ utilizando essegrimers apresentou
pelo menos trés bandas quando utilizadas amostraerdhes adultos provenientes de duas
extracOes de DNA diferenteBigura 11). As bandas apresentadas no gel tém tamanhos que
estdo de acordo com o esperado em relacdo aos d@i@nelamento dprimer Sm15R
Porém, neste estudo o fragmento de 408pb foi dredogara trabalhoRjgura 11), sendo o

mesmo purificado, por excisdo do geigura 12), e clonado no plasmideo pGEMTEasy.

Figura 10 - Sequéncia do gene GSM70 codificante para o goligeo Sm15

>DNA
[1083pb]>>>GGAACTGTTGGAGAGAAAS I SFIGATTCAATCCATGATCAGGTTG
TACAAAATGAATCATTTGAATGTTCAGCTGAACTTCGTGCATTCCATGATCT
ATCTAACAATGAAGAACTCCCTAATTCAGAACTCATTGATAAAGATAACAA
GGTGAATTTCGTTGAAACTGAGAATACATTAGATAATGTAATTTCAGAACAT
GTCGAACAGAAAAATGCATTCCAAGAAACGTTGGAAAAAGAGCTCAGTGA
AAGCTTAATGAACGCAGGTGAAACGAAAATTGTTTCCGCTGATGAGCCACC
TATTAATTTGAATGATGAAATACATGTAGAACAAACTGAGAATATCTCACA
TCCTAAATACACAGAACATGATGCGCCGATTGACGAGGAGGCARCACCARA
TEARCTAGAT s 15R 4080b]A A ATGCTCCTCTCAACCAGGTCTGACATACGATCC
AGTGCCTAGTTTATCTCCTATCACCACGGAACCTATTAATTTGGATGATGAT
ATGCATGCAGAACAAACTGAGAAAATCTCACATCCTGAAAACATGGAATCT
ATTAATTTGGGTGATGAAATACATGTAGAACAAACCGAGAATATCTCACAT
CCTAAATACACAGAACATGATGCACCGATTGACGAGGAGGCARCACCARRT
GAACTAGAT S 15R 6570b]A AATGCTCCTCTCAACCAGGTCTGACATACGATCCA
GTGCCTAGTTTATCTCCTATCACCACGGAACCTATTAATTTGGATGATGATA
TGCATGCAGAACAAACTGAGAAAATCTCACATCCTGAAAACATGGAATCTA
TTAATTTGGGTGATGAAATACATGTAGAACAAACCGAGAATATCTCACATC
CTAAATACACAGAACATGATGCACCGATTGACGAGGAGGCARCACCARATG
RAGTAGAT sm15R 9060b] A AATGCTCCTCTCAACCAGGTCTGACATACGATCCAG
TGCCTAGTTTATCTCCTATCACCACGGAACCTATTAATTTGGATGATGATAT
GCATGCAGAACAAACTGAGAAAATCTCACATCCTGAAAACATGGAATCTAT
TAATTTGGGTGATGAAATACATGTAGAACAAACCGAGAATATCTCACATCC
TAAATACACAGAACATGATGCACCGATTGACGAGGAGGCARCACCARATG
RACTAGAT s 15R 1155001->>[86 1 pbend.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Nota: A imagem demonstra a sequéncia parcial de gene7f@S¥htre as bases 1084 e 2237), evidenciando as
posicdes de possivel anelamento gomers A sequéncia amarela corresponde a Unica posigd® aprimer
Sml15Fpode se anelar e as sequéncias em verde correspoasl posicdes, presentes em cada sequéncia
repetitiva em tandem, ondgpamer Sm15mode se anelar.
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Figura 11 - Amplificacdo do fragmento génico correspondentend s

1Kb

400pb

Fonte: Elaborada pelo autor.
Nota: Eletroforese em gel de agarose a 1% corado cometoode etidio demonstrando os fragmentos de DNA

codificantes para o polipeptideo Sm15 amplificapos PCR. Evidenciando em vermelho as bandas edeglhi
de tamnanho aproximado 408 pb. 1 — Padrdo de pelszular; 2 — Controle negativo; 3 e 5 — Amplifidagdo
Sm15 com DNA extraido de vermes adultos utilizandmesma metodologia mas em momento diferentes,
mostrando a presenca de trés bandas de tamankwentiéf, com aproximadamente 408, 657 e 906 pb,
correspondentes a amplificacao da regiao repetiivgene GSM70; 4 — Amostra onde a amplificacaofaéo
realizada com sucesso.

Figura 12 - Purificacdo do fragmento Sm15.408 amplificado deeg@SM70

2 o

Fonte: Elaborada pelo autor.

Nota: Eletroforese em gel de agarose a 1% corado comdtoode etidio demonstrando a purificagdo do
produto amplificado do polipeptideo Sm15, conteagmximadamente 408 pb. 1 — Padrdo de peso malecula
2 — Controle negativo; 3 — Fragmento de 408 pbfivadite para o polipeptideo Sm15 purificado.
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6.2 Selecao de clones positivos por PCR de colonia

ApoOs o processo de clonagem no vetor pGEM-T ea$y,celonias bacterianas foram
selecionadas e submetidas a PCR. Nesta reacadmstramenética é constituida de um clone
bacteriano retirado da placa de clonagem, difeagdd-se da PCR convencional onde se usa
DNA extraido da amostra. Das seis colonias testadpenas duas apresentaram a

amplificacédo de 400 pb que indica a presenca dwtmg-igura 13)

Figura 13 - Confirmagdo de clonagem através da amplificacaofrdgmento génico Sm15 de colbnias
bacterianas

S 5 6 7/ 8

1
=

400pb

Fonte: Elaborada pelo autor.

Nota: Eletroforese em gel de agarose a 1% corado cométoode etidio demonstrando o produto amplificado
do polipeptideo Sm15 apartir das colbnias bactasiah — Padréo de peso molecular; 2 — Controletivega
4,8 — Colbnias positivas para o inserto 3, 5,6,Cblénias negativas para o inserto.

6.3 Sequénciamento

Apos a PCR de colénia, o DNA plasmidial foi extmice submetido ao
sequenciamento para confirmacgao da clonagem. Aéseguobtida possui uma identidade de
99,5% quando alinhada a sequéncia de Sm15 presergene GSM70 (nUmero de acesso
L07513.1) Figura 14)

Figura 14 - Alinhamento dos fragmentos génicos Sm15 (NCBI) &dd5 obtido na construgédo ‘Sm15.pGEM-
T Easy’

— —_———
S50 /l—:ssn €00 Wsinl €20 €30 7€20 7650 ) vsvn,l €80 €20 "I“ 7720

Sequence Mame | = Pos= ?4-E| I ‘ \ . ‘ \ .
- T+ ;|
TTCGAARCTGAGE =, F CIECTEATEAGOCADT [ATCC CRACAGAACATEATEIECOCSE
E Consensus - : ;MI']I:"'III"I "]:.I:.\h']:ah Chl :']:h']:'r_ AT "[M.h‘[}ll._ﬁ._ﬁaﬁ_ﬁ._h'lliah']: a}ll'I
2 Sequences ‘470 744 7580 TEQD TELD =0 TETO TERD TED

Consenso col2 T7 (TTGARACTGAGH FAAARTTGCTI T CIGCIGATGAGCCACCTATT] [ATCCTAAATACACACARCATGATGCACCGAT
pIYBZ1l.3ml5. 408p |ITGARACTGAGH FAA AR TTGITTCOECIGAT FAGCCACCTATT (AT CCTARATACAC AR A AT EATECECCOEAT

Fonte: Elaborada pelo autor.

Nota: Alinhamento gerado entre as sequéncias genéticagmentes do sequénciamento de clones positivos
para o inserto Sm15.408 em pGEMTEasy e o gene GM¥Kfero de acesso Lo7513.1) através do método de
alinhamento clustal W da ferramenta MegAlign, emimlando com as setas azuis as mutagdes de Uniea bas
identificadas por nossa andlise.
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A divergéncia entre as sequéncias de Sm15 clomatas trabalho e a depositadas no
bancos de dados de nucleotideos do NCBI ocorrendaev presenca de duas mutacdes
(Figura 14). Porém, devido a degeneracdo do codigo genédlas ndo alteraram os
aminoacidos, quando a sequéncia de DNA foi tradunigilico (Figura 15), demonstrando
que as mesmas se configuram como mutacdes silaragopor consequéncia ndo causaram

mutacao de sentido trocado no polipeptideo obtid@&pas posteriores.

Figura 15 - Alinhamento proteico do gene GSM70 (NCBI) e ‘'SmTEM-T Easy’ traduzido silico

Sequence Namd) < Pos =2380
W

[ consensus
2

STV GER DS TKDg VY gNE ST EC S AR L AT DL SXEE LN SE L LDF DNKUNE VE TENT LDN VI SERVEQRUAF gET LEREL SE S LVAGE TR [V SADER P INLNDE IKVEGT ENI SHEE YT EKDAR IDEEATENELD e

Sequence Namg
-HEEN T+
[<] consensus

VVQNESFECSAELRAFHDLINKEELENSEL IDECHEVHEVETERT LONV I SERVEGRNAFGETLERELSE SIMNACETR IVSADE FEINLNDE IHVEQTENI SHEKYTERDAF IDEEAT FNELD—
2 Seu'-lenl:es 2440 2450 2460 2470 2480 2480 2500 2510 2520 2530 2540 2550 2560 2570

FQETLERELSESLMNAGETRIVIADEFFINLNDE THVEGTEN I SHEEYTERDAR IDEEATENELD

Con=enso coll T7Y|-meTveErDs IHDGVVGNESFECSAELRAFRDLINNEE LERSELIDEDREVNEVETENT LONVISE:
FQEILERELIESLMNAGETRIVIADEFPINLNDE IHVEQTENI SHEKYIEHDAF IDEEATENELD .

2 GIVEERDS THDGVV FECIAELRAFHDOLINNEELENSELIDEDNEVREY r13E:
pTYEZ1._ 9ml5._ 408 EEET TGNEITE VETENTLONV

Fonte: Elaborada pelo autor.
Nota: Alinhamento gerado entre as sequéncia genétiadazidasn silico, provenientes do sequénciamento de

clones positivos para o inserto Sm15.408 em pGEMYEao gene GSM70 (numero de acesso Lo7513.1) de
clustal W da ferramenta MegAlign, evidenciando gide do histograma em vermelho que mostra ndo haver
nenhuma troca de aminoacido mesmo com as mutagifeseatadas pela sequéncia genética do inserto,
caracterizando assim uma mutacdo silenciosa.

Apés a confirmacdo, realizamos um BLAST (Basic lLLo&ignment Search Tool)
realizado entre a sequéncia do inserto Sm15.40®a&s@ de dados nr/nt (nucleotideos nao
redundantes) do NCBI (National Center for Biotedhgy Information). Como resultado
encontramos homologia com duas sequéncias, ambeseaaram 99% de identidade com a

nosso ‘query’ Figura 16), diferindo somente em 2 nucleotideos com o meg$iguira 17).

Figura 16 -Histograma representativo dos ‘matches’ obtidos B&IAST

Color key for alignment scores

<40 40-50 20-200 ~=200

auen | ] ] ] | ]
1 30 160 240 320 400

Fonte: Elaborada pelo autor.

Nota: Histograma gerado pelsoftware BLAST do NCBI que evidencia, através das barrasponcipais
‘matches’ encontrados para a nossa sequéncia & aindlassifica através de um ‘score’ criado pedgrmama,
neste caso os Unicos dois ‘matches’ encontradoa passa sequéncia apresentam o ‘score’ maximo

caracterizado pela cor vermelha das barras.
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Figura 17 - Caracteristicas das sequéncias que geraram ‘matchB&AST

Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected-0
it Alignments [e]
- Max  Total Query E
Description M Ident  Accession
score | score cover value
Schistosoma mansoni strain Puerto Rico chromosome 1. complete genome 743 1322 97% 00 99% HEG016241
Schistosoma mansoni major tequmental antigen SW15 (GSM70) gene. complete cds 743 1322 97% 00 99% LOFS51341
BIDownload ~ GenBank Graphics sort by: | E value v BlDownload ~ GenBank Graphics sortby: | E value v
Schistosoma mansoni strain Puerto Rico chromosome 1, complete genome Schistosoma mansoni major tegumental antigen SM15 (GSM70) gene, complete cds
sequence ID: emb|HEB01624.1| Length: 65476681 Number of Matches: 4 Sequence ID: gb|L07513 {|SCMMTEGANT Length: 4700 Number of Matches: 4
Range 1: 30204290 to 39304697 GenBank Graphics ¥ Next Match Range 1: 1858 to 2265 GenBank Graphics W Next Match
Score Expect Identities Gaps Strand Score i Gaps Strand
743 bits(402) 0.0 406/408(299%) 0/408(0%) Plus/Minus 743 bits(402) 0/408(0%) Plus/Plus

Fonte: Elaborada pelo autor.

Nota: Tabela gerada pekoftwareBLAST do NCBI que nos mostra as principais infog@es do alinhamento,
como o nome da sequéncia que apresentou ‘matclgtan de identidade entra as sequéncias (quadrado
vermelho) e a probabilidade do ‘match’ encontras#m,ao acaso.

6.4 Subclonagem em vetor de expressao proteica

Nos desenhos de construgcdes para expressadc.epoli, foram utilizados dois
plasmideos: pRSETa e pTYB21l. Esses plasmideos nmjenta com a construcao
‘Sm15.pGEMTEasy foram digeridos com as enzinddel e EcoRl A digestdao de
‘Sm15.pGEMTEasy’ relevou a presenca de duas bandas,relativa ao pGEM-T Easy de
tamanho aproximado de 3000pb e a segunda ao fragmee codifica Sm15 de 400pb
(Figura 18, canaletas 5 e )7 O fragmento de 400pb e os plasmideos pRSETaY&T
digeridos foram purificados e utilizados para dizagdo das duas constru¢des utilizado a ‘T4
DNA Ligase’. Apos isso, foram inseridos na bactEacoli DH5-o por eletroporacgéo.

Cinco coldnias foram selecionadas para se verifeaclonagem no plasmideo
pTYB21, o DNA plasmidial foi extraido e foram festaluas digestdes: uma simples com a
enzimaHindlll e uma dupla com o p&ldel e EcoRI Na digestdo corflindlll, h& dois sitios
de restricdo: um no plasmideo e um segundo nooinBeissa forma, caso ndo haja inserto,
havera apenas uma banda referente ao plasmidepralénaadamente 7500pb. Se houver
inserto, a digestdo produzira duas bandas: umeea de 1800pb e outra de 6100pb. O
produto da digestdo do DNA plasmidial das cinc@w@ls testadas revelou a presenca de
duas bandad={gura 19, canaletas 3, 4, 5, 6 §.7Para digestdo dupla coNdel e EcoR| a
digestao tedrica dos plasmideos contendo o inseredam a presenca do plasmideo de 7500
pb e do inserto de 400pb enquanto que plasmidexie digeridos possuem apenas uma
banda de 7500pb. Das cinco amostras de DNA plahtiessadas, quatro apresentaram a
digestdo de duas bandas condizente com a presemgsedo Figura 19, canaletas 9, 10, 11

e 13. Em uma das amostras, houve alguma falha natéag@sgura 19, canaleta §.
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Amostras de DNA plasmidial foram extraidas de t@énias possivelmente positiv
para a clonagem de Sm15 em pRSETa. As amostiam digeridas conNdel e EcoRl A
digestao tedrica para os clones positivos possaihanda referente ao plasmideo de cerc
5700pb e uma banda referente ao inserto de 400pmas um dos trés clones aprese
esse padraoF{gura 20). Os outros dois ones apresentaram a digestdo compativel ¢
digestdo do pRSETa vazio que é apenas uma bar#@®dpb Figura 20).

Figura 18 -Digestdo dupl@om as enzimaNdel e EcoRI

-—
—
-
-—
-
-—
-‘
-——
-——
-

Fonte: Elaborada pelo autor.

Nota: Eletroforese em gel de agarose a corado com brometo de etidiemonstrando a digestéda
construcdo Sm15+pGEM-T. 1Radréo de peso molecular; 2, 3 — Brancos; 46nstrucdo Sm15+pGE-T na
forma circular; 5, 7 PlasmideqpGEM-T e inserto Sm15 digeridos, banda liberada.

Figura 19 -Esquemas de digestéo para certificacdo de clor da construcdo ‘Sm15.pTYBZ
1" %R :88-84 15 06 &% Liskiolo 11 2.+ 1

-

1==‘Il'lillllhlin-illi !!F""I!"!!‘F'

S

1500ph

-
-

Fonte: Elaborada pelo autor.

Nota: Eletroforese em gel de agarose a corado com brometo de etididemonstrando os esquemas
digestéo para certificacdo da clonagem em vet@xpeessao pTYB2 1, 2 e 12 Padrdes de peso molecul
3, 4,5, 6 e 7 Pigestdes realizadas com a enzima ‘Hind III', mastio a banda liberada com tamanho espe
de aproximadamente 1500 pb; 8, 9, 10, 11 & Digestdes realizadas com as enzimas ‘Nde I' e ‘E¢c
evidenciando a bmla de tamanho aproximado de pb correspondente a regido codificadora da pro
Sm15.
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Figura 20 - Esquema de digestéo para certificacdo de clonagerortstrucdo ‘'Sm15.pRSETA’

400pb

Fonte: Elaborada pelo autor.
Nota: Eletroforese em gel de agarose a 1% corado cometoode etidio demonstrando a certificagdo da

clonagem em vetor de expressdo pRSETA. 1 — Padrgmeso molecular; 2 — Digestdes realizadas com as
enzimas ‘Nde I' e ‘EcoRI’, evidenciando a bandataimanho aproximado de 408 pb correspondente aoregia
codificadora da proteina Sm15 (vermelho); 3 e 4on€5 negativos para clonagem.

Além da digestdo, amostras do DNA plasmidial des$ods clones positivos foram
sequenciadas e confirmadas fragmentos de DNA cadi da proteina Sm15, previamente
obtidos na construcdo ‘Sm15.pGEM-T Easy’ inclusteen a mesmas mutacdes silenciosas

presentes anteriormentéiduras 14e 15).

6.5 Expressao e inducéo proteica

Inicialmente foi realizada uma inducdo em pequestala da proteina recombinante
Sm15i para que pudéssemos padronizar e aperfeigparcesso de inducao final, em larga
escala. . Nesta inducéo, foi avaliada a expresagwateina Sm15i em fusdo com a proteina
inteina a partir da inoculacdo de diferentes clohasterianos contendo o plasmideo
Sm15.pTYB21 num volume de 20 mL de meio LB conteraopicilina. A proteina
correspondente ao polipeptideo Sm15.408 fusiongatotaina quimérica ‘inteina.CDB’ teve
massa molecular predita em 74.3 kDA, no entantpalipeptideos expressos apresentaram

um tamanho proximos a 97Kdaigura 21).
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Figura 21 -Padronizagdo para inducdo da proteina recombisanii

Inteine

Fonte: Elaborada pelo autor.

Nota: Gel de poliacrilamida a 15 % demonstrando os tasos da mini-inducao realizada para aperfeicoament
e padronizacdo da inducdo em larga escala. 1 -A@dérpeso molecular (LMW); 2 — Controle NegatiN®TG

+), evidenciando em vermelho a inteina.CDB com tdmaaproximado de 55 Kda; 3 — Controle Negativo
(IPTG -); 4 — Controle positivo (IPTG +), evidermuit a proteina ‘LmG3CT’; 5 — Controle positivo (IBF);

6, 8, 10 e 12 — Proteinas recombinantes Sm15.4&8r&CDB, com tamanho aproximado de 90 Kda (IPT,G +
7,9, 11 e 13 — Proteinas resultantes de vazarderptasmideo (IPTG -).

Em seguida, iniciamos a producéo da proteina rec@mnte em larga escala utilizando
a colbnias bacterianas que apresentaram melh@@sadns. Entdo, realizamos a inducédo em
expressdao em 500 mL do meio de cultura LB suplesaentle ampicilina e apds o processo
de inducdo pudemos observar que a proteina recantbiltsm15i foi produzida no tamanho
previamente observadBigura 22).

Em paralelo, as etapas de inducdo do polipetidamrginante 6His-Sm15 a partir da
construcdo Sm15.pRSETA. Porém, em gel de poliacida a 15 e a 20 % ndo conseguiamos
identificar a inducéo da proteina na massa molequtadita de 19.7 kDA dos clones
bacterianos contendo o plasmideo Sm.15pRSETA quemmiparados ao controle utilizado,

gue consistiu de um clone transformado somenteaplasmideo pRSETA-{gura 23).
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Figura 22 -Producéo em largescala da proteina recombinante Sm15i

Fonte: Elaborada pelo autor.

Nota: Gel de poliacrilamida a 15 % demonstrando os rada#t inducdo em larga esc da proteina quimérica
Sm1b5i. 1, 8 padrdo de peso molecular (LMW);— Controle negativo da inducéo, sem IP1 3 -
Proteina em J(tempo zero); 4 Proteina em (12 hora po6s IPTG); 5 Proteina em , (22 hora p6s IPTG); 6 —
Proteina em (3% hora pés IPTG); — Proteina em T@? hora pés IPTG).

Figura 23 -Producédo em larga escala da proteiicombinante 6His-Sm15
1 4 3 4 5 6

30Kda—

Fonte: Elaborada pelo autor.

Nota: Gel de poliacrilamida a 15 % demonstrando os radaf inducdo enpequen escala da proteina
quimérica 6His-Smi5evidenciando onde esperavamos as bandas (linfreeN@. 1 — padrdao de peso
molecular (LMW); 2 e 4 Clones com aroteina 6His-Sm15 e IPTG negativop®d— Clones com a proteina
6His-Sm15 e IPTG positivo; 6 Sontrole negativo de inducéo, clone com o pRSI
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6.6 Purificacdo proteica

A purificacéo da proteina Sm15i foi realizada méifido o kit IMPACT (New England
Biolabs), desenvolvido especificamente para puwifigroteinas a partir de construgées no
vetor expressdo pTYB21. Este vetor expressa jumtiameom a proteina de interesse uma
proteina quimérica, que consiste da inteina adiciarde um dominio de ligacdo a quitina
(CBD). Entéo, no processo de purificacdo as anws#a ligadas a uma resina de quitina pelo
CBD e sao submetidas a processos seriados de tavAges as lavagens, com auxilio de um
agente redutor a atividade de auto clivagem daniaté ativada liberando entdo a proteina de
Sm15i para eluicdo, esta proteina apresentou maglegular aproximadamente de 30 kDA,
apresar da Sm15i ndo ser a Unica banda encontpadaaapurificacdo, ela € a proteina
majoritaria e apos a realizagdo da diluicdo pastapa de avaliagdo por ELISA, as bandas
minoritarias estardo diluidas ao ponto de naofgrieem nas reagbefigura 24).

Apesar de nao termos visualizado o polipeptideomdmante 6His-Sm15 realizamos
sua purificacdo, a partir da inducdo em larga asdalmesmo, utilizando o HisTrap kit (GE
Healtcare Life Sciences) desenvolvido para a magfio de polipeptideos com cauda de
histidinas, como os polipeptideos obtidos pelo w@lRSETA. O processo de purificacao
deste kit baseia-se em cromatografia de afinidaole ipobilizacdo dos ions metalicos
utilizando uma coluna de niquel. Apés algumas stajealavagens com tampao especifico,
utilizamos uma substancia quelante, para competir @ proteina recombinante pelos ions
metalicos e desta maneira eluimos a proteina reéoamte que também apresentou massa
molecular aproximada a banda de 30 kDA do pesoaulaleFigura 25). Apds 0S processos
de purificacdo, obtivemos rendimentos aproximadeslg mg e 2,75 mg de proteina

recombinante para a 6His-Sm15 e Sm15i respectiviinen



56
OLIVEIRA, S.A.V.

Figura 24 - Purificac8o da proteina recombinante Sm15i atrdeésstema IMPACT

Sm1t.pTYB21+intein:

\% v

Inteine

Sm1tpTYB21
30Kda

Fonte: Elaborada pelo autor.

Nota: Gel de poliacrilamida a 15 % demonstrando os t&dos da purificacdo da proteina quimérica
‘Sm15.pTYB21+inteinaCBD’, evidenciando em vermelhoproteina recombinante ‘Smi15.pTYB21'. 1 —
Aliquota pré-purificacdo; 2 — Resina apds 20 ha®sncubacdo com agente redutor; 3 — Tampéao dedelui
apos 20 horas de incubacdo com agente redutoRebia apds 40 horas de incubagdo com agente refiuto
Tampao de eluicao apés 40 horas de incubacéo cemteagedutor; 6 — Padrdo de peso molecular.

Figura 25 - Comparacdo de peso molecular entre Sm15i e 6HiSSm1

Sm1i.pRSET/
A N

Nota: Eletroforese em gel de poliacrilamida a 15% dermando as purificacdes das proteinas recombinantes
Sml15i e ‘Sm15.pRSETA’,. 1 — Padrdo de peso maec(IlMW); 2 e 3 — ‘Sm15.pTYB21’; 3 e 4 —
‘Sm15.pRSETA'".
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6.7 Sequenciamento das proteinas recombinantes obtidas

ApOs o processo de purificacdo dos polipeptidecsSsmHis-Sm15, constatamos que
as proteinas recombinantes ndo apresentavam a madseular predita de de 15.9 kDA
(pbs-clivagem) e 19.7kDA respectivamente. Entretantlas apresentavam tamanhos
superiores a 30 kDA (Sm15i) e inferior a 30 kDA ¢¥8m15). Para confirmar que estas
proteinas de fato se tratavam de duas diferente$5Smcombinantes que migraram
diferentemente do tamanho predito, duas aliquatasada purificacdo foram submetidas ao
sequenciamento de proteinas na plataforma de espettia de massas do Instituto Carlos
Chagas, FIOCRUZ-PR (ICC/FIOCRUZ-PR). O sequenciam@&®monstrou que as duas
diferentes proteinas eram as proteinas Sml5, atrdaéanalise da busca de sequencias
similares no banco de dados UniProt. Estas andhsaisém indicaram que os polipeptideos
expressos além de estarem localizados na posigéetacala proteina precursora, entre 0s
aminoacidos 362 e 497, o mesmo nao apresentou mendiiflerenca em relacéo a sequéncia

proteica original Figura 26).

Figura 26 —Localizacdo do polipeptideo Sm15.408 na proteipayssora

L (M) 362 (G) 497 (D) 1032 (D)

A

Seauence Name

-
Consensus
2Sequences

Sequence Name | 1
-HEN Tl +
E CU”SE”SUS EE"T'JEERDEZIIHDQ'FJQH'EET"EEELELR};H;[DL J'.IEQ'IEHIEH?R"IITEHDI;?IDEZIE};I?H'E :Iﬂﬂ
2 E ata 380 250 470 480 450 500

2 Sequences
Frotein acce=ssion — AAACA033.1||R33ETVEERDIIHD W NEIFE 3 AELRAFHDLYHVERTENISHERYTEHDAR IDEEAT FRELDE T3 3¢
Re=ultado s=pectrometIo.pro ———GIVEERD3 IHD VW NE3FEC 3 AELRAFHD LY HVERTEN ISHEEYTEHDAF IDEEATFRELD

Fonte: Elaborada pelo autor.

Nota: A) Desenho esquematico da localizagdo do poligeptiSm15.408 na proteina precursora. B)
Alinhamento de sequéncia entre a proteina AAAO03D38. o resultado do sequénciamento proteico,
demonstrando a integridade do polipeptideo ol#idonfirmando seu inicio e fim (setas azuis).

6.8 Populacéo de estudo

Foram incluidos 75 pacientes, dentre os quais 54¢r&m mulheres e 45,3% foram

homens. Quando classificados de acordo com suamgoclinicas, 10,7% o0s pacientes se
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encontravam na forma aguda e 89,3% na forma croAasubgruparmos a forma crbnica

nas suas trés classificacbes EH, EHI e EHE, obsey@ue o maior percentual de pacientes
(76,1%) se encontrava na fase de maior graviddtleEa Com relacdo a idade dos pacientes
verificamos uma mediana de 56 anos, porém gquamnididbs em paciente agudos e cronicos

as medianas observadas foram de 31,5 e 58 anpsctigamenteTabela 3.

Tabela 3 -Caracteristicademografico-epidemiolégicas dos pacientes inclufsioestudo

Pacientes agudos Pacientes Crénicos
Variaveis N=8 N =67
EH EHI EHE
Homens 2 (2,7%) 32 (42,7%)
N =34 3 (4,5%) 6 (8,9%) 23 (34,3%)
Mulheres 6 (8%) 35 (46,6%)
N=41 - 7 (10,4%) 28 (41,9%)
Idade 31,5 (19/79) 58 (22/86)
Med. (min/max) 61 (50/70) 61 (28/77) 58 (22/86)

Fonte: Elaborada pelo autor.

Nota: N - Nimero absoluto de pacientes; (%) - Porcemagderente ao nimero de pacientes num determinado
grupo; Med. - Mediana apresenta no grupo; (min/méxyalores minimo e maximo, respectivamente,
observados no grupo; EH - Pacientes com quadr@elole Esquistossomose Hepatica; EHI - Pacientes co

quadro clinico de Esquistossomose HepatointestiftdE - Pacientes com quadro clinico de Esquistossem
Hepatoesplénica.

Tabela 4 -Caracteristicas geografico-epidemiolégicas dosgpées incluidos no estudo

Varidveis Pacientes
N=75
M RMR OE

Localidade 66 (88%) 5 (6,7%) 4 (5,3%)
Ultimo contato Atual 1 a9anos > 10 anos
com rio 12 (16%) 18 (24%) 45 (60%)
Nunca realizou 1la2vezes > 3 vezes

Tratamento 38 (50,7%) 33 (44%) 4 (5,3%)

Fonte: Elaborada pelo autor.

Nota: N — NuUmero absoluto de pacientes; (%) — Porcentageferente ao nimero de pacientes num
determinado grupo; Localidade — Regido onde selitaca colecdo hidrica infectada e a residéncia dos
individuos; ZM — Zona da mata pernambucana; RMRegi& metropolitana do Recife; OE — outros estados.

Todos os pacientes incluidos neste estudo infestaeaao entrar em contato com
colecbes hidricas contaminadas. Com relacdo aidacab das colec¢Bes hidricas a grande
maioria dos pacientes se infectou na zona da na&teambucana (88%). Embora, grande
parte dos pacientes entenda a importancia de evitantato com a agua contaminada e uma
possivel reinfeccdo, pois 60% dos pacientes inotufth pesquisa evitou o0 contato com rios

h& no minimo 10 anos. E surpreendente que apesatelederem a gravidade da infecgéo, os
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pacientes ndo busquem por tratamento, pois, apasldmente metade dos pacientes

infectados nunca se tratou com relagéo a esquistase (50,7%),Tabela 4.

Ao avaliar alguns indicadores socioecondmicos ivgat aos pacientes
esquistossomaéticos incluidos neste estudo, verifisaque a maioria dos participantes
possuiam uma renda familiar entre 1 e 2 salariosinrms (81,3%) com o nivel de
escolaridade estagnado no ensino fundamental inetom®4,7%). A maioria dos individuos
que participaram deste estudo declarou que possmi@amento basico em sua residéncia
(74,7%) Tabela 5.

Tabela 5 -Caracteristicas socioecondmicas dos individuosiithas neste estudo

Variaveis Pacientes
N =75
_ SE EFI EFC EMI EMC ESI ESC
Escolaridade | 15 (2006) 41 (54,7%) 5 (6,7%) 2 (2,7%) 10 (13,3%) 1 (1,3%) 1 (1,3%)
- <1SM 1a2SM 3a4SM > 4 SM
Renda familiar 5 (6,7%) 61 (81,3%) 6 (8%) 3 (4%)
Nao Sim
Saneamento 19 (25,3%) 56 (74,7%)

Fonte: Elaborada pelo autor.

Nota: N — NuUmero absoluto de pacientes; (%) — Porcentageferente ao nimero de pacientes num
determinado grupo; SE — Sem escolaridade; EFI +h&rfandamental incompleto; EFC — Ensino fundanlenta
completo; EMI — Ensino médio incompleto; EMC — Erasmédio completo; ESI — Ensino superior incompleto
ESC - Ensino superior completo; SM — Salario minimo

6.9Padronizacao do ELISA

No procedimento de padronizacdo da técnica foraaliaglas a concentracdo do
antigeno (5 pg/mL, 10 pg/mL e 20 pg/mL), diluic@esanticorpo (1:1000, 1:2000 e 1:3000)
e a diluicho de soros dos pacientes (1:100, 1:200:4€0). Durante o processo de
padronizacdo foram testados 27 variacdes do testeLt#SA, sempre testando uma Unica

variavel por vezTabela 6).
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Quadro 2 - Variac¢des realizadas durante o processo de padgéitiaio ELISA Sm15

Ag: 5pg/mL Ag: 5pg/mL Ag: 5pg/mL
Variacdes do ELISA Sm15 Soro: 1:100 Soro: 1:100 Soro: 1:100
Ac: 1:2000 Ac: 1:3000 Ac: 1:4000
Ag: 5pug/mL Ag: 5pug/mL Ag: 5pug/mL Ag: 5pug/mL Ag: 5pug/mL Ag: 5pug/mL
Soro: 1:200 Soro: 1:200 Soro: 1:200 Soro: 1:400 Soro: 1:400 Soro: 1:400
Ac: 1:2000 Ac: 1:3000 Ac: 1:4000 Ac: 1:2000 Ac: 1:3000 Ac: 1:4000
Ag:10pg/mL Ag: 10pg/mL Ag: 10pg/mL| Ag: 10pug/mL Ag: 10pg/mL Ag: 10pg/mL
Soro: 1:100 Soro: 1:100 Soro: 1:100 Soro: 1:200 Soro: 1:200 Soro: 1:200
Ac: 1:2000 Ac: 1:3000 Ac: 1:4000 Ac: 1:2000 Ac: 1:3000 Ac: 1:4000
Ag: 10pg/mL | Ag: 10pg/mL Ag: 10pug/mL | Ag: 20pg/mL Ag: 20pg/mL Ag: 20pg/mL
Soro: 1:400 Soro: 1:400 Soro: 1:400 Soro: 1:100 Soro: 1:100 Soro: 1:100
Ac: 1:2000 Ac: 1:3000 Ac: 1:4000 Ac: 1:2000 Ac: 1:3000 Ac: 1:4000
Ag: 20ug/mL | Ag: 20pg/mL Ag: 20ug/mL | Ag: 20pug/mL Ag: 20pg/mL Ag: 20pg/mL
Soro: 1:200 Soro: 1:200 Soro: 1:200 Soro: 1:400 Soro: 1:400 Soro: 1:400
Ac: 1:2000 Ac: 1:3000 Ac: 1:4000 Ac: 1:2000 Ac: 1:3000 Ac: 1:4000

Fonte: Elaborada pelo autor.

Nota: Tabela que descrimina todas as variacdes de EtdStAdas durante o processo de padronizacdo do test
utilizando a proteina recombinante ‘Sm15’ comogenio, evidenciando em vermelho a variagdo escolipda

o termino das padronizagfes. Ag — Concentracdmtigemo; Soro — Diluicdo do soro dos pacientes BRTP

Ac — Diluicdo do anticorpo em PBST.

Apés resultados, foi estabelecido que a melhoragéd de ELISA dentre todos os
testados seria aquele com a concentracao do amifigeh Lg/mL, diluicdo do soro a de 1:200

e do anticorpo contra fracdo 1gG de 1:2000.

6.10 Resultados do ELISA e analise estatistica

AplOs o término das etapas de padronizacdo e o ebstabento das melhores
condicbes para a realizacdo do ELISA, avaliamosaiwdade dos soros de pacientes
esquistossomoticos incluidos neste estudo frerg@maiigenos Sm15 e SEA (antigeno obtido
previamente pelo nosso grupo). Com a obtencdo esgltados e realizacdo da analise
estatistica, pudemos confirmar que o polipeptida@5apresentou-se mais reativo frente aos
soros dos pacientes, do que o extrato bruto SEAfico 1).

Além da maior reatividade, a analise estatisticalizada demonstrou que o
polipeptideo recombinante Sm15 possui a capacidaddiferenciar os pacientes entre as
formas clinicas aguda e cronica da esquistossoni@séfico 2). Entretanto, quando
analisamos o extrato bruto SEA verificamos que, egtando utilizado como antigeno, nao é

capaz de promover a diferenciacéo entre as forfirasas da doencasrafico 3).
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Grafico 1 —Comparacao através de ELISA entre as reatividaolg®lipeptideo recombinante Sm15 e do SEA
frente a soros de pacientes esquistossomoticowelsas formas clinicas da doenga
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: BoxPlot demonstrando a comparacédo entre as reatigi (DO) apresentadas pelo antigeno Sm15 e pelo
extrato bruto SEA, evidenciando as medianas devigade encontradas entre os dois antigenos (limoas
interior do retangulo (p < 0,05). Os pontos repne® as reatividades individuais do pacientes.

Gréfico 2 —Diferenciacéo através de ELISA de pacientes eszpsstmoéticos com as formas clinicas aguda e
cronica, utilizando como antigeno o polipeptidezmnebinante Sm15
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Nota: BoxPlot demonstrando a diferenciacdo dos pacieetde as formas clinicas aguda e crdnica da
esquistossomose pelo antigeno Sm15. Evidenciandoed&anas de reatividade encontradas nos dois grupo

(linhas no interior do retdngulo) (p < 0,05). Osnfms pretos representam as reatividades individdais
pacientes, sendo o ponto vermelho a média de tmlesatividades encontradas.
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Grafico 3 — Diferenciagéo através de ELISA de pacientesistapsomoticos com as formas clinicas aguda e
cronica, utilizando como antigeno o SEA

p = 0.6867 €
N
H -
* ..
-
-
Si — - ..
a L]
©)
[ CO — -
S o *
o . *
o] %
(3] © *
g S -"
o wr’
2 - t
o Y|
[a) o .
..
..‘..
.
5 F
g — ., ‘;".'.
7,
o | v
© | |
Aguda Crbnica

Formas Clinicas

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: BoxPlot demonstrando a diferenciacdo dos pacieatdse as formas clinicas aguda e crénica da
esquistossomose utilizando a reatividade apreseratb extrato bruto SEA, evidenciando as medialeas
reatividade encontradas nos dois grupos (linhasaeo retangulo) (p < 0,05). Os pontos pretosesgntam as
reatividades individuais do pacientes, sendo ogpeetmelho a média de todas as reatividades erckasr

Com a finalidade de realizar uma comparacéo estaesempenhos do ELISA-Sm15
e do ELISA-SEA, foram estabelecidos os valores eesibilidade 76,12% e 70,15%,
especificidade 87,50% e 62,50%, respectivamentel&ealihood ratios positivas e negativas
(Figura 27). Aléem disso, foram estabelecidas as curva RBiGufa 28) e plotadas num

gréfico para a realizacdo da comparacéo dos diestE&rafico 4).

Figura 27 —Valores de sensibilidade, especificidade e likaltheatio calculadas para os antigenos Sm15 e SEA

Antigeno Sensibilidade IC 95% Especificidade IC 95% | LR | -LR
Sml35 76,12 64,1-85,7 87,50 474-979 6,09 027
SEA 70,15  57.7-80,7 62,50 24.7-91.0 1.87 0.48

Fonte: Elaborada pelo autor.

Nota: Valores de sensibilidade, especificidade e liladih ratio calculadas pelo programa MedClac para a
utilizacdo do polipeptideo recombinante Sm15 e pa&EA como antigenos para o ELISA. +LR - liketilo
ratio para resultado positivo; -LR — likelihoodioapara resultado negativo; IC 95%- intervalo defiemca a
95%.
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Figura 28 —Caracteristicas estatisticas das curvas ROC estéded para os antigenos Sm15 e SEA

Antigeno AAC DP IC 95%
SEA 0,548 0,105 0,428 - 0,663
Sm15 0,864 0,052 0,765 - 0,932
SEA ~Sm15

Diferenca entre areas 0,316
Desvio padrio (DP) 0,107
Intervalo de confianca a 95% (IC 95%) 0,107 - 0,525
Nivel de significancia P=0,003

Fonte: Elaborada pelo autor.

Nota: Caracteristicas estatisticas estabelecidas pe&lgrggna MedClac para a utilizagdo do polipeptideo
recombinante Sm15e do SEA como antigenos para 8/AIAAC —Area abaixo da curva; DP — Desvio padr&o;
IC 95%- intervalo de confianca a 95%.

Grafico 4 —Sobreposigéo das curvas ROC estabelecidas pald 94 Htilizando os antigenos Sm15 e SEA
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: Grafico de sobreposicdo das curvas ROC calculaglasMedClac para os antigenos Sm15 e SEA, sendo
a linha pontilhada em vermelho a curva do antigemd5 (AUC = 0,864) e a linha azul correspondent8i2A
(AUC =0,548).
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7 DISCUSSAO

Através da analise da populacéo incluida nestel@suerificamos que, embora as a
porcentagem de mulheres tenham diminuido com @lagéstudos prévios, elas continuam
sendo a maioria entre 0s pacientes com esquistossototalizando 54,7% dos incluidos
neste estudo (GAZZINELLét al, 2006; DOMINGUESet al, 2013; FIGUEIREDO, 2014),
guando estratificamos 0s pacientes entre agudame&as, percebemos porcentagens de 75 e
52,2% respectivamente, demonstrando que as mullestés se infectando mais que os
homens. Alguns estudos apontam causas que tornamllasres um grupo mais susceptivel a
infeccdo esquistossomotica, a principal € que atheras permanecem mais tempo em
contato com a agua, por terem mais atividadeszeslls em rios como lavar roupa, pratos,
dar banho em criancas e até cuidar dos filhos ementos de lazer (GAZZINELLét al.,
2006; FIGUEIREDO, 2014). Com relagcdo a idade dosiepges, em nossa analise
verificamos uma variagédo de 19 a 86 anos, apresdmtaedianas de 31,5 anos, para 0 grupo
agudo, e de 58 para o grupo crénico.

Ao avaliar o grau de escolaridade, a renda faméia localizacdo da residéncia,
provavel local de infec¢cdo dos individuos, constais que a grande maioria dos pacientes
incluidos neste estudo ndo possuia escolaridadeasgolaridade era incompleta no ensino
fundamental (74,7%) e 81,3% dos individuos esgsssimoticos possuem uma renda familiar
entre 1 a 2 salarios minimos. Além disso, 88% daéviduos residem na zona da mata
pernambucana, estes dados corroboram com varedosssocioecondmicos realizados que
definem como grupo mais susceptivel a infeccaois®psomatica individuos com menos
renda familiar, baixo nivel de escolaridade e guena no interior (BARBOSAet al, 1998;
DOMINGUES et al, 2013; XIMENESet al, 2003; GAZZINELLIet al, 2006; SILVAet al,
2011).

Os ultimos indicadores socioecondmicos avaliadatenestudo foram a presenca de
saneamento basico nas residéncias dos pacientesstesgomoticos, a realizacdo de
tratamento e o tempo desde o ultimo contato comgdek hidricas. Verificamos que 50,7%
dos nossos pacientes ndo haviam realizado nenmonde tratamento esquistomicida,
discordando de dados prévios encontrados por rgapo onde 90,54% dos pacientes havia
realizado tratamento prévio para a doenca (FIGUB®E2014). Acreditamos que este
aumento no numero de individuos que nunca reafizdratamento para a doenca, seja
consequéncia da diminui¢cdo das politicas de tratioream massa que eram promovidos pelo
governo, através de programa de controle, e da f@# medida socioeducativas que

promovam a conscientizacdo das populacbes maigisEs a buscar o tratamento. Em
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nosso estudo, a porcentagem de pacientes que evitontato com cole¢des hidricas ha no
minimo 10 anos foi de 60%, corroborando com estymégios que encontraram taxas de
60,8% (FIGUEIREDO, 2014). O elevado numero de paegeque evita este contato, nos leva
a crer que depois de esclarecido com relacdo aggopela doenca, os mesmos tendem a
seguir as orientacdes médicas, elevar sua cauteeaita a infeccdo pel®@chistosoma
mansonj isso explica o fato de individuos com maior camninento e maior grau de
escolaridade sdo menos susceptiveis a infeccado (NGNMESet al, 2013; GAZZINELLI et

al., 2006).

Apesar de estudos indicarem que melhoras nas @msdige saneamento bésico,
causariam uma diminuicdo na prevaléncia da dodBBRBOSA et al, 1998). Neste estudo,
encontramos uma alta porcentagem de residénciapagseiem saneamento basico (74,7%),
corroborando assim, com os estudos realizados poeneset al (2003), Silveet al (2011)

e Domingue<t al (2013) e Figueiredet al (2014). Assim como outros estudos apontam,
acreditamos que a intensificagdo de politicas deagiio sanitaria é a chave para que ocorra
uma diminuicao na prevaléncia da esquistossomdOd(NGUESet al, 2013).

Muitos estudos epidemioldgicos auxiliam e embasaaplecacdo de programas de
controle da esquistossomose, pois, 0s mesmos aéndedtificar zonas endémicas e novos
focos da doenca, através do diagnéstico de umdaidmy também podem avaliar a eficicia
do tratamento em massa no qual certa area foi sidan@d OMS recomenda a utilizagédo do
esfregaco fecal de Kato-Katz (teste coprologica)g@y um exame simples, rapido, de facil
execucao, baixo custo (xU$ 2/teste) e independdatgrande infraestrutura laboratorial
(GONCALVES et al., 2005; KATZ et al., 1972; WHO, 1985; KATZ; ALMEIDA, 2003;
SOUZAZet al.,2007).

Porém, uma grande limitacdo encontrada nos test@oldgicos é a dependéncia
direta que existe entre a sua sensibilidade e atigade de fezes examinada por teste
(ENGELSet al, 1996; KONGSet al, 2001). Esta dependéncia fragiliza a confiabileldds
resultados negativos, consequentemente, 0sS mesr@os s&0 capazes de excluir a
possibilidade de infeccdo, tornando-se assim pefticentes (DEVLAS; GRYSSELS, 1992;
NOYA et al., 1999; RABELLO, 1997; DOENHOFEt al., 2004). Embora um crescimento
consideravel na sensibilidade desta técnica sdjdoobtravés do aumento no nimero de
laminas examinadas, tal abordagem aumentaria n&ocsi§to de estudos epidemiolbgicos,
como também a complexidade de execucédo do testgarido as vantagens operacionais
deste método em trabalhos de campo de grande éBE&AIAAS; GRYSSELS, 1992).
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Atualmente, os testes imunoldgicos sdao uma Otinerrativa diagndstica para a
esquistossomose, pois, sdo capazes de supririe;bes presentes nos método coproldgicos.
Isto porque, no geral, os métodos imunolégicosymasuma boa sensibilidade apresentando
taxas muito baixas de falso-positivos. Além disssiudos indicam que niveis de antigenos
circulantes geralmente estdo correlacionados comnumero de ovos excretados,
possibilitando assim a quantificacdo indireta dayzgarasitaria (VAN LIESHOUTet al,
1995). Entdo, visando gerar alternativas de diagmmogara inquéritos epidemioldgicos,
muitos grupos de pesquisa esforcam-se na tentidesenvolver testes imunodiagnosticos
gue sejam satisfatorios (DE JONG# .al, 1988; DEELDERet al, 1989; DOENHOFF, M. J.
et al, 2004; CARVALHO, et al 2011). Porém, apesar de inUmeras técnicas terem sid
desenvolvidas, poucas tém alcancado as etapadidizcda (GOMES:t al, 2014).

Em suma, mesmo possuindo elevadas taxas de selaslbil os métodos de
imunodiagndstico atuais apresentam, na sua maaspecificidades muito aguém do que se
espera de um método diagndstico por apresentar@gda® cruzadas com outros helmintos,
protozoarios e até bactérias como ocorre com &agdo dos extratos brutos (MOTT;
DIXON, 1982; SMITHERS; DOENHOFF, 1982; MONTENEGRD®92; RABELLO, 1997;
WU, 2002; CARVALHO, et al 2011; GOMES et al., 2014ssim, métodos que utilizem
antigenos proteicos recombinantes representam womaigsora linha de pesquisa, podendo
suprir limitacdes que atualmente impedem a utiizago imunodiagnéstico em inquéritos
epidemiolégicos (CARVALHOet al2011; GOMESet al, 2014).

Baseado num extenso e trabalhoso estudo de tripgegica para o desenvolvimento
de abordagens imunoprofilaticas e diagndsticadizagld previamente por nosso grupo de
pesquisa (ABATHet al, 1993; 1994), neste trabalho, foi produzido,\asada tecnologia de
DNA recombinante utilizanddescherichia coli o polipeptidio Sm15. Dentre as varias
proteinas e polipeptideos que se apresentavam géommos (Sm23, Sm45) escolhemos
trabalhar com o polipeptideo Sm15, pois, este aptes uma a melhor reatividade quando
testado em etapas de experimentacdo animal (ABAfT&l, 1997). Além disso, baseado no
fato de que regides repetitivas, no geral, sdo maisogénicas e no fato do polipeptideo em
questdo possuir estas regides, 0 Sm15 em nossacaeaprévia apresentou um potencial
diagndstico mais elevado que os demais polipe®i@&®BATH et al, 1993; 1997).

Este trabalho teve o intuito de avaliar o potendiagnéstico do polipeptideo Sm15,
verificando sua reatividade frente aos soros devithabs infectados com 8. mansone
ainda, se este polipeptidio recombinante seriazcagadiferenciar pacientes com formas

clinicas agudas e crbénicas da esquistossomose.
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O polipeptideo Sm15 foi originalmente identificaagartir do isolamento através de
bibliotecas de cDNAs (A70 e A180), o polipeptidemmpde o sincicio dd&chistosoma
mansonie esta presente em vermes adultos a partir dnasnss de vida (ABATHet al,
1993; 1994). Atraves de andlises prévias de bimmditica Abathet al. identificaram que a
sequéncia do polipeptideo Sm15 ndo possuia horaotmgn outras proteinas presentes em
bancos de dados, indicando que este polipeptigstrémamente especifico para a espgcie
mansoni(ABATH et al, 1993; 1997). Porém, novas analises de alinhansisequéncias
realizadas no atual estudo indicam que esta peotdém de ser bem conservada entre cepas
diferentes doS. mansonitambém se encontra conservada entre outras espazigénero
Schistosomatal analise explica o motivo do anticorpo espeaifinti-Sm15 ter reconhecido
previamente um polipeptideo no extrato de vermest@sd doS. japonicumem trabalhos
prévios (ABATHet al, 1994).

Com relacdo ao tamanho do polipeptideo Sm15 (30),Kglze neste trabalho se
apresentou maior do que esperado (15,9 Kda), laves duas hipéteses para a ocorréncia
desse fato. A primeira € que, por se tratar de olipgptideo recombinante gerado a partir de
umak. coli, sabendo que o sistema procariotico ndo pdsstEimentas que possibilitem um
alto processamento pos-transcricional e que edipeptideo de 15 Kda necessita de tal
processamento, visto que sua proteina precursosauipaproximadamente 117 Kda.
Acreditamos que de alguma forma a falta dessa madai de modificacbes pos-
transcricionais afetou o comportamento do poligkgatina corrida eletroforética, mesmo em
condicbes desnaturantes. A segunda hipétese é el® qomportamento “anormal”’ deste
polipeptideo recombinante seja devido a sua com@osaminoacidica que é extremamente
acida, possuindo um ponto isoelétrico num pH d8 ¢ABATH et al, 1993; 1997).

Ao realizar o ELISA com SEA obtivemos sensibilidadespecificidade de 70,15% e
62,50% respectivamente, corroborando assim conftadss encontrados em estudos prévios
em que os valores de sensibilidade e especificidaeelhantes (BECKet al, 2007,
DAWSON et al, 2013). Entretanto, a sensibilidade e espec#daédencontradas no nosso
estudo mostraram-se discordantes de alguns estedosntrados na literatura que
apresentavam maiores valores como os de Ligirad(1999) e Leiet al (2011). Acreditamos
gue nestes estudos, ao realizar ELISA utilizandé $&a detectar outra espécie do género
Schistosomeo S. Japonicumos valores de sensibilidade podem ter sofrid@gao.

No presente estudo, ao utilizar o SEA como antigaefo foi possivel estabelecer a
diferenciacéo dos pacientes entre as formas climsigada e crénica da esquistossomose. Tais

resultados divergem de estudos encontrados natlitay onde este extrato foi capaz de
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realizar esta diferenciacdo (RABELL#D al, 1995; VALLI et al, 1997; BECKet al, 2007).
Alguns estudos utilizando a fragdo antigénica CEf&Bnponente do extrato bruto SEA,
indicam que testes soroldgicos realizados com asiigeno tendem a apresentar melhores
resultados de sensibilidade, controle de cura emnaducéo no numero de reacdes cruzadas
(TURNEREet al, 2004; SORGHt al.,2005; GOMESet al, 2014).

Testes sorologicos baseados em antigenos recortdsnaanstituem um método
especialmente util para o diagnostico da esquistosse, podendo suprir limitacbes
encontradas nas altas taxas de reacfes cruzadastuglmente impedem a utilizacdo do
imunodiagnostico (SORGHE al, 2005, ALARCON DE NOYAet al, 2007; CARVALHO,

G. B. F.etal2011; GOMES¢t al, 2014).

Assim, realizamos testes atraves da plataformald®Acutilizando como antigeno o
polipeptideo recombinante Sm15. Os resultados dsilskdade e especificidade obtidos
foram de 76,12% e 87,50% respectivamente, contridstde estudos prévios que utilizaram
outros antigenos também inédit&rR00 Kda, Urine-CCA) que apresentaram taxas menores
de sensibilidade quando comparadas as deste &RH#® et al, 2013; CARVALHOet al,
2014).

Apesar de ter apresentado valores de sensibilidade pouco menor, quando
comparados a testes sorolégicos com antigenos steaedos (CEF6, MAS1, SEA), as taxas
de especificidade apresentaram-se bastante altasupa primeiro teste o que reforca o
potencial diagndstico deste polipeptideo recomhendRURNERet al, 2004; SORGHGet
al., 2005, ALARCON DE NOYAet al, 2007; GRENFELLet al, 2014). Além disso,
diferentemente do nosso estudo alguns dos estudmmcgados realizaram testes em
individuos que se apresentavam positivos para te tearasitologico e tal fato poderia
justificar a maior sensibilidade obtida nesses £g30is, 0s pacientes estudados apresentavam
uma maior carga parasitaria representando assimasmos estudos.

Ao realizar a comparagéo entre os ELISA utilizandantigenos Sm15 e SEA, além
de termos obtido melhores resultados de sensibédidaespecificidade com o polipeptideo
recombinante Sm15, este polipeptideo demonstromsép mais reativo frente a soros de
pacientes esquistossomoticos do que o antigeno 8 disso, observamos que este
polipeptideo apresentou a capacidade de difereasipacientes esquistossomaticos entre as
formas clinicas aguda e crbnica da doenca. Eswdtados, além ratificar o potencial
diagndstico deste polipeptideo, demonstra a impoidéda sua utilizacdo no tratamento, pois
segundo Becket al (2007) a diferenciacdo de formas aguda e cronicde éextrema

importancia para a escolha do procedimento a s#ga@ol no tratamento da infecgéo, visto
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gue as taxas de cura flutuam a depender da cargaithda e dos esquemas posoldgicos
utilizados no tratamento (CUNHA, 1992).

Visto que o controle de cura da esquistossomosénatate € realizado ao longo de 6
meses, sendo cinco kato-katz mensais e uma bidgtalano sexto més e uma vez que o0 Sm15
s6 é encontrado em vermes adultos com ao menoseomanas de vida. Com a utiliza¢do do
polipeptideo Sm15, ainda existe a possibilidadeles®envolvimento de um teste baseado na
captura de antigenos que seja mais simples, menasivo e que apresente respostas
melhores e mais rapidas com relacdo ao controleude da doenca (ABATHt al, 1994;
VITORINO et al, 2012).

Por fim, os resultados encontrados neste estuderemmg que o0 polipeptideo
recombinante Sm15 € uma ferramenta antigénica maraiso no diagnostico da
esquistossomose, pois este antigeno apresentoudxaasde sensibilidade e especificidade.
Além disso, o polipeptideo demonstrou um alto glsariminatério entre pacientes com as
formas aguda e cronica da esquistossomose.

No entanto, fazem-se necessarios novos estudogzamtib o polipeptideo
recombinante Sm15 como antigeno, visando melhaesensibilidade e especificidade. Em
face as tecnologias existentes atualmente, umaitanfyjama de aplicacées que podem ser
empregadas para gerar uma melhora nos resultaddeglzomo por exemplo a utilizagdo do
polipeptideo fusionado a outros polipeptideos @jans igualmente especificos numa Unica
proteina quimeérica, a utilizacdo do polipeptideconebinantes Sm15 adicionado a regides
repetitivas encontradas no seu precursor proteicgua utilizacao através de Mutiple Antigen
Peptides (MAP) forcando uma apresentacao ramifi¢ggd@aWALCZYK et al, 2010). E
ainda a utilizagcdo em plataformas soroldgicas elifess como, por exemplo, Luminex ou
citometria de fluxo que apresentam maior sensddédquando comparadas ao ELISA.

Assim, poderemos desenvolver um método de elevad@@a que ird superar as
lacunas existentes em relacdo aos testes parggitidoe aos testes soroldgicos atualmente
disponiveis que possuem baixa sensibilidade e éismde e que apresentam reacdes
cruzadas com outras helmintoses, especialmenteean andémicas, onde frequentemente a
populacdo encontra-se poliparasitada. E com is$atemos contribuindo com o diagnostico
precoce da esquistossomose, auxiliando nos ingségpidemioldgicos, implantacdo de
politicas publicas visando o tratamento da popola;@npedindo a evolucdo da doenca para

as formas clinicas de maior gravidade.
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8 CONCLUSAO

Neste trabalho verificamos que, o polipeptideo mdmoante Sm15 apresentou
reatividade frente a soros de pacientes esquistmgsms, sendo mais reativo do que o
extrato bruto SEA (P=0.00439). Demonstrando, maioralores de sensibilidade,
especificidade e area abaixo da curva ROC (P=0,088)do 76,12%; 87,50% e 0,864
respectivamente o teste utilizando com o Sm15 aptes melhor desempenho quando
comparado ao teste utilizando o SEA com antiget@mAlisso, o polipeptideo recombinante
Sm15, diferentemente do SEA, foi capaz de difesmqmacientes esquistossomoéticos quanto a
forma clinica apresentada, aguda ou crénica (P8@%0 Os resultados obtidos neste estudo
além de ratificar o potencial diagnéstico apresmiaelo polipeptideo Sm15, indicaram que
0 mesmo apos a realizacdo de novos estudos sexa damerar uma alternativa diagndstica
de elevada acuracia que poderad suprir as lacunasserges com relacdo aos testes
parasitolégicos e soroldgicos atualmente disposivBissibilitando assim o diagnostico
precoce da esquistossomose, impedindo a evolucapelaca para as formas clinicas de

maior gravidade e a realizacéo inquéritos epidegiobs mais acurados.
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APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Mirist¢rio du Suude

FIOCRUZ
Fi a0 O Cruz

Cenlro de Pesquisa Aggen Magalhiaes

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA O
PACIENTE

Eu,
declaro que aceito participar do estudo cientifico: “AVALIACAO DO PAPEL DO
RECEPTOR ANTAGONISTA DE IL-13 (IL-13R¢2) E SUA RELACAO COM OS
GRAUS DE FIBROSE HEPATICA NA ESQUISTOSSOMOSE MANSONICA”.

Fui informado (a) que esta pesquisa tem como objetivo analisar a participagdo de um
receptor de citocina (substincia que temos no sangue e que faz parte do sistema de
defesa do nosso organismo) e sua relagdo com a gravidade da esquistossomose. . Minha
participagdo nesse estudo ndo vai me beneficiar diretamente, mas os resultados desta
pesquisa poderdo contribuir para um melhor acompanhamento no tratamento dos
pacientes, além de contribuir, no futuro, para o desenvolvimento de novas
imunoterapias para os pacientes portadores da doenga. Fui informado que a minha
participagdo neste estudo compreendera exames clinicos e laboratoriais para melhor
compreensdo da doenga. Meus dados coletados serdo, registrados, sem expor meu nome
ou me identificar garantindo, portanto, meu anonimato. Também fui informado (a) que
para dosagem das substancias que os pesquisadores deste estudo querem analisar, serd
necessario a coleta de uma amostra equivalente a uma colher de cha do meu sangue
3ml) em tubo com heparina e 3ml em tubo seco, através de um tubo adaptado a uma
agulha, estéril e descartavel. Os riscos de retirar sangue sdo dor e formagdo de
hematoma local. Esse material serd enviado para o laboratério do CPqAM/FIOCRUZ
para a realizagdo dos referidos testes, serdo guardados podendo ser utilizados em
pesquisas posteriores e eu tenho plena liberdade de recusar ou retirar o consentimento
sem sofrer nenhum tipo de pressdo. Minha participagao € voluntaria e eu poderei desistir
de participar da pesquisa a qualquer momento, sem com isso, ter nenhum prejuizo do
meu atendimento/ acompanhamento no servigo onde sou atendido (a). Quando os
resultados deste estudo forem apresentados em revistas médicas ou em reunides

cientificas, eu ndo serei identificado pelo nome.

Av. Professor Moraes Rego, s/n - Cidade Universitaria — Campus da UFPE
Recife - PE - CEP: 50.670-420
Telefone: (81) 2101-2500/2101-2600 Fax: (81) 3453-1911
www.cpgam.fiocruz.br
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!

FIOCRUZ
Fundacao O; ido Cruz

Ceniro e Peaquisa Aggen Magalhzes

Esse termo de consentimento serd feito em duas vias para que uma delas permaneca
comigo. Qualquer esclarecimento que eu necessite, eu devo entrar em contato com
qualquer uma das pessoas da equipe médica a qualquer momento, pessoalmente ou
pelos telefones abaixo:

Dr?. Silvia Maria Lucena Montenegro. Fone: (81) 2101-2565
Dr®. Clarice N.Lins de Morais. Fone : (81) 2101-2561
Dr?. Ana Liicia Coutinho. Fone: (81) 3227-0927/ (81) 9272-0218

Recife, = de de 20

Assinatura do Participante

Assinatura do(a) Pesquisador(a) Responsavel
Anna Ligia de Castro Figueiredo
Biomédica e Mestranda em Biociéncias e Biotecnologia em Satide do Centro de
. Pesquisas: Aggeu Magalhdes/FIOCRUZ
Telefone para contato: (81) 2101-2566/ (81) 9192-9903.

Av. Professor Moraes Rego, s/n - Cidade Universitaria — Campus da UFPE
Recife - PE - CEP: 50.670-420 :
Telefone: (81) 2101-2500/2101-2600 Fax: (81) 3453-1911
www.cpgam.fiocruz.br
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APENDICE B - Formulario de Pesquisa

f Mir igletio da Sodde
FIOCRUZ
Fundag¢fio Oswaldo Cruz
Ceniro de Pesquisa Aggen Magalhaes

FICHA CADASTRAL DOS PACIENTES DO PROJETO ESQUISTOSSOMOSE

1. Nome:
Prontuario HC: Registro na pesquisa: Data coleta:
2. Data de Nascimento:__/ /  Idade: .

3. Enderego:

Bairro: : Municipio: Estado:
4. Telefone:
5. Municipio de nascimento: ()Recife ( )Regido Metropolitana

O)lnterior PE () Outros

6. Sexo: (1) Masculino (2) Feminino

ympleto ; ( )Ens. Fundam. Completo ; ( )Ens. Meédio
s. Superior incompleto ; ( )Ens. Sup. completo

¢do trabalhista: .
egado (2) Desempregado (3) Aposentado (4) Do lar (5) Outro

( Yla2:()3a4;( )maisqued;( )ndoquis

)Casado(a) ; ( )Separado(a) ou divorciado(a)
uantidade vivos:___ Mortos:

.

| oo

. ( )NAO

17. USG: Graus de fibrose
- Niamey:
. Média fibrose
- Baco longitudinal
Veia Porta

Av. Professor Moraes Rego, s/n - Cidade Universiiaria — Campus da UFPE
Recife - PE - CEP: 50.670-420
Telefone: (81) 2101-2500/2101-2600 Fax: (81) 3453-1911
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F —. |

Mirigleiio do Sadde

FIOCRUZ
Fundacio Oswaldo Cruz

Ceaniro de Pesguisa Aggen Magalhaes

18. Exdmes
laboratoriais:

19. Parasitologico de fezes:

Hoffman:
Kato-Katz: ~

20. TRANSPLANTES/ USO DE IMUNOSUPRESSORES: ( )SIM : ( )NAO
21. Esplenectomia: ( )SIM ; ( )NAO

22. Presenga de outras hepatopatias: (1 )SIM ; ( )NAO

[Se}

3. HEPATITE B: ( )SIM : ( )NAQ

24. HEPATITE C: ( )SIM ; ( )NAO
25. Doenga renal crénica: ( )SIM ; ( JNAO
26. Ingestao de dlcool: ( )SIM 5 INAO

27. Tabagismo: ( )SIM ; ( )NAO

Outros:

Observagdes:
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ANEXO A - Parecer de Aprovacdo do Comité de Etica em Besgo CPgAM/Fiocruz

V

\—ﬁ

4 P

Comlte de Ftica
em Pesquisa

mansonica”.

Campus da UFPE - Av, Moraes Rego, s/n
CEP 50.670-420 Fone: (81) 2101.2639
Fax: (81) 3453.1911 | 2101.2639
Recife - PE - Brasil
comitedeetica@cpgam.fiocruz.br

Titulo do Projeto: “Avaliagéo da participagio do receptor antagonista de IL-13

(IL-13ra2) na relagdo com os graus de fibrose hepatica na esquistossomose

Pesquisador responsavel: Anna Ligia Figueiredo.
Instituigdo onde sera realizado o projeto: CPgAM/Fiocruz
Data de apresentacio ao CEP: 19/09/2013

Registro no CAAE: 04304912.8.0000.5190

Nuimero do Parecer PlatBr: 449.871

PARECER

O Comité avaliou e considera que os procedimentos metodolégicos do
Projeto em questéo estdo condizentes com a conduta ética que deve nortear
pesquisas envolvendo seres humanos, de acordo com o Cédigo de Etica,
Resolugdo CNS 196/96, e complementares.

O projeto esta aprovado para ser realizado- em sua Ultima formatagao
apresentada ao CEP e este parecer tem validade até 07 de novembro de 2016.

Em caso de necessidade de renovagao do Parecer, encaminhar relatério

e atualizacao do projeto.

Recife, 07 de novembro de 2013.
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Coordenadora do CEP.’CPqAM

Janaina Campos de Miranda
am Salde POBNCE
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