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RESUMO

A esquistossomose continua sendo uma das infecgbes parasitarias mais
prevalentes no mundo, e para o controle e monitoramento efetivo dessa doenca é
essencial que se disponha de métodos diagndsticos cada vez mais acurados. Utilizando
ferramentas de bioinforméatica e o proteoma do parasito S. mansoni, nosso grupo
selecionou in silico, antigenos candidatos do S. mansoni para serem utilizados no
diagnostico sorologico da esquistossomose e no controle de cura da doenca pos-
tratamento. A estratégia baseou-se em critérios para selecdo de potenciais antigenos que
levaram em consideracdo a predicdo de presenca de peptideo sinal, baixa similaridade
com proteinas humanas e de camundongos, presenca de epitopos lineares de células B e
T preditos, localizacdo predita favoravel (secretada ou de membrana) e predicdo de
expressao em estagios de vida do parasito presentes no hospedeiro definitivo. Estas
condicionais foram aplicadas em um banco de dados relacional construido para integrar
os resultados das diferentes predicGes. Sete proteinas foram selecionadas e diante da
inviabilidade de expressar todas elas, nosso grupo identificou epitopos lineares de célula
B nas proteinas selecionadas, que foram produzidos como peptideos sintéticos e
utilizados na validacdo da estratégia de selecdo in silico utilizada. Esses epitopos foram
identificados por predi¢do in silico dos programas AAP12, BCPred12, BepiPred e
predicdo de regides intrinsecamente desordenadas (IDRs). Adicionalmente, duas
proteinas também foram expressas como proteinas recombinantes em sistema procarioto
e avaliadas em ensaios de ELISA. Para os ensaios de ELISA com os peptideos
sintéticos e com as proteinas recombinantes, foram utilizados soro de camundongos
infectados com S. mansoni e soros de individuos provenientes de uma area endémica de
baixa intensidade de infeccdo para S. mansoni e de doadores saudéveis ndo residentes
em areas endémicas para esquistossomose. Dentre 0s sete peptideos sintéticos utilizados
nos ensaios de ELISA, cinco foram capazes de diferenciar individuos infectados de
areas endémicas (INF), de individuos negativos de area endémica (NEG) e doadores
saudaveis nado residentes de area endémica (HD). Além disso, um dos peptideos também
foi capaz de diferenciar soro de individuos infectados de area endémica, de soro de
individuos infectados 30 e 180 dias ap0ds tratamento, 0 que poderia ser utilizado para
controle de cura. O uso de soros de individuos que vivem em &reas endémicas para
esquistossomose demonstraram que as proteinas rSm200(1069-1520)-ELISA e a
rSmVal7-ELISA foram capazes de discriminar o0s doadores saudaveis (HD) e
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individuos infectados (INF) que vivem em areas endémicas para esquistossomose,
porém ndo foram eficientes para o controle de cura apos tratamento. Nossos resultados
demosntram que a estratégia de selecdo in silico de antigenos potencias para o
diagnostico da esquistossomose apresentou um racional promissor e com resultados

promissores.

Palavras-chaves: esquistossomose, diagndstico, bioinformatica.
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ABSTRACT

Schistosomiasis remains one of the most prevalent parasitic infections in the
world. In order to control and effectively monitor this disease, it is essential the
availability of more accurate diagnosis methods. Taking advantage of bioinformatics
tools and S. mansoni proteome informations, our group selected, in silico, candidate
antigens for the immunodiagnosis of schistososmiasis based on ELISA assays. The
strategy of selection was based on criteria such as: presence of signal peptide; low
similarity with human and mouse proteins; the presence of predicted linear B and T
cells epitopes; favorable location (secreted or membrane) and expression during
different parasite life stage within the definitive host. These conditionals were applied to
a relational database developed to integrate the results for all predictions performed.
Seven proteins were selected, and due to unfeasibility of expressing all of them, our
group identified B cell linear epitopes in the selected proteins that were produced as
synthetic peptides and used to validate the in silico selection strategy used. These
epitopes were identified using in silico prediction of AAP12 programs BCPred12,
BepiPred and prediction of intrinsically disordered regions (IDRs). Additionally, two
proteins were expressed as recombinant proteins using procaryote system and also
evaluated in ELISA assays. For the ELISA assays using synthetic peptides and
recombinant proteins, sera of mice infected with S. mansoni, sera of individuals from an
endemic area of low intensity of infection for S. mansoni and sera of healthy donors,
non-residents of endemic areas, were used. Among the seven synthetic peptides used in
the ELISA assays, five were able to edifferentiate between infected individuals living in
endemic areas (INF) and negative individuals living in endemic area (NEG) or healthy
donors (HD). Furthermore, one of the peptides was also capable of distinguishing sera
of infected individuals from endemic area from sera of infected individuals 30 and 180
days after treatment, which could be used to control cure after treatment. The use of the
sera of individuals living in endemic area for schistosomiasis demonstrated that
rSm200(1069-1520)-ELISA and rSmVal7-ELISA were able to discriminate the
uninfected healthy donors (HD) and infected individuals (INF) living in endemic areas
for schistosomiasis and it was not effective for the diagnosis of cure after treatment. Our
results demonstrate that the in silico selection strategy of potential antigens to be used in

the diagnosis of chistosomiasis showed a promising rational with promising results.
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1 INTRODUCAO

1.1 Esquistossomose

As doencas parasitarias representam um grave problema de saude publica em
varios paises do mundo, principalmente naqueles em desenvolvimento, refletindo sua
situacdo econdmica e social. Neste contexto, as esquistossomoses aparecem como uma
das infeccGes parasitarias mais prevalentes no mundo, abrangendo 78 paises,
distribuidos nos continentes americanos (sul e central), africano e asiatico. Dentre essas
regides, a Africa é a mais afetada pela doenca, compreendendo 90% de todos os casos
(WHO, 2015). Dentre as doencas negligenciadas, a esquistossomose se destaca por
apresentar importante grau de morbidade, afetando mais de 240 milhdes de pessoas em
todo o mundo, sendo que, somente no ano de 2013, mais de 40 milhGes de pessoas
necessitaram de tratamento para a doenca (WHO, 2015). De acordo com o indicador de
DALY (Disability-Adjusted Life Years), que quantifica o nmero perdido em anos de
vida, devido a problemas relacionados com a doenca, a esquistossomose foi responsavel
por 3,31 milhdes/DALY (Hotez et al., 2014).

Os agentes etioldgicos das esquistossomoses sdao trematddeos digenéicos,
pertencentes ao género Schistosoma. Dentre as cinco espécies que parasitam 0s
mamiferos, trés possuem maior importancia médica para o homem. Sdo elas:
Schistosoma mansoni (Sambon, 1907), Schistosoma haematobium (Bilharz, 1852) e
Schistosoma japonicum (Katsurada, 1904), causadores da esquistossomose mansoni,
esquistossomose hematobica e esquistossomose japOnica, respectivamente. A
esquistossomose mansoni é endémica em 54 paises e territérios distribuidos pela
América do Sul, Caribe e Africa (WHO, 2002), enquanto as esquistossomoses
hematobica e japOnica estdo restritas ao continente africano e asiatico, respectivamente.

No Brasil, a esquistossomose é causada pelo S. mansoni e consiste em um grave
problema de saude publica. Dados da prevaléncia de infecgdo pelo S. mansoni
provenientes do Programa de Controle da Esquistossomose (PCE), que foram obtidos
entre 2005 e 2009 (Scholte et al., 2014), e dados preliminares do Inquérito Nacional de
Prevaléncia da Esquistossomose e Geo-helmintos realizados entre 2010 e 2012 (Katz,
2014), determinados através da técnica de Kato-Katz, com duas ldminas de uma mesma
amostra, demonstram que a prevaléncia da esquistossomose reduziu significativamente

na maioria dos Estados avaliados. No entanto, varios trabalhos demonstram que a
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avaliacdo por Kato-Katz de duas laminas em uma Unica amostra de fezes, apresenta
falha de diagnostico em areas onde os individuos apresentam baixa carga parasitaria
(Enk et al., 2008; Siqueira et al., 2011; Grenfell et al., 2013). Sendo assim, a prevaléncia

da doenca apresenta-se subestimada.

1.2 Schistosoma mansoni

O S. mansoni possui um ciclo biolégico complexo que envolve uma fase de
reproducdo assexuada dentro do hospedeiro intermediario (caramujos do género
Biomphalaria), e uma fase de reprodugdo sexuada dentro do hospedeiro definitivo
(homem ou pequenos mamiferos).

O ciclo de vida do S. mansoni tem inicio quando ovos, eliminados junto as fezes
de individuos infectados, entram em contato com a 4gua. Esses ovos podem sobreviver
de 2 a 5 dias em fezes de consisténcia solida e 24 horas em fezes diarreicas. O contato
com a agua, sobre influéncia de temperatura e luminosidade, promove a dissolugédo das
fezes e liberacdo dos ovos no meio liquido, provocando a eclosao e liberacdo das larvas
ciliadas, denominadas miracidios. Os miracidios, livres em meio aquatico, encontram o
hospedeiro intermediario e iniciam a penetracdo nestes moluscos com o auxilio de
secrecOes glandulares e movimentos rotatorios. Apds a penetracdo dos miracidios,
ocorre a perda do epitélio ciliar e a degeneracao do terebratorium (extremidade anterior
do parasito, onde se encontram as terminag0es das glandulas adesivas e de penetragéo).
Em seguida, ocorre o desaparecimento da musculatura subepitelial e do sistema
nervoso. A larva se torna imdvel e passa a ser chamada de esporocisto primario. Na 22
semana apos a penetracdo, observa-se, no interior do esporocisto primario, uma série de
ramificacOes tubulares que preenchem todos os espacos intercelulares do tecido
conjuntivo; nestas ramificacOes, as células germinativas estdo em intensa multiplicacéo.
A partir do 14° dia, inicia-se, entdo, a formagdo dos esporocistos secundarios. Ocorre 0
desenvolvimento de um aglomerado de células germinativas nas paredes do esporocisto
priméario, a formagdo de vacuolos mais acentuada na parte central da larva. Os
aglomerados se reorganizam e dao origem a septos, sendo cada septo considerado um
esporocisto secundario. Nessa fase, as paredes apresentam uma camada cuticular e,
abaixo, dupla camada muscular com fibras musculares longitudinais e transversais. Essa
musculatura é fundamental para locomoc¢do dos esporocistos. Ocorre, a partir do 18°

dia, a migracdo transtecidual dos esporocistos, até alcancarem a glandula digestiva ou
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hepatopancreas. Esses esporocistos secundarios sofrem modificacbes anatdmicas, dando
inicio a proliferacdo das células germinativas e formacéo das cercérias. A formagéo
completa das cercérias, até a sua emergéncia, ocorre de 27 a 30 dias apds a penetracao
dos miracidios (Pan, 1965). Essas cercarias sdo eliminadas pelo molusco e, ao encontrar
0 hospedeiro definitivo, penetram ativamente na pele ou mucosas podendo ocasionar
uma dermatite alérgica no local de entrada. A fixacdo das cercérias na pele é auxiliada
pela presenca de L-arginina e pelo calor proveniente do hospedeiro (Haas et al., 1976;
Haas et al., 1997), permitindo um contato prolongado entre parasita e hospedeiro, e
assim, facilitando a penetracdo das cercarias atraves da pele. A partir dai, as cercérias
iniciam a invasdo da pele através da acdo vibratoria da cauda e da secrecdo das
glandulas pré-acetabulares, as quais possuem proteases (Haas et al., 1997). Esse
processo de invasdo da pele pelo parasito resulta em perda da cauda e em alteracfes
morfofisioldgicas, desencadeadas pelas mudancas de temperatura e osmolaridade,
transformando as cercarias em esquistossdbmulos  (Stirewalt, 1974). Os
esquistossémulos, entdo, ja transformados, caem na corrente sanguinea e sdo levados até
os pulmd@es e entdo, chegam até as veias do sistema porta-hepatico, local em que
sofrerdo maturacdo em vermes adultos (Miller e Wilson, 1980).

Os vermes adultos se acasalam, migram contra a corrente sanguinea, até as
vénulas do mesentério do intestino e as fémeas iniciam a oviposicdo 30-40 dias apos a
infeccdo. Esses ovos poderdo ser carreados atraves do fluxo sanguineo para outros
orgdos, ficando retido nestes e promovendo a formacdo de uma reacdo inflamatoria
granulomatosa ao redor dos mesmos. Eles também podem atravessar a mucosa do
intestino caindo na luz intestinal, sendo eliminados junto as fezes, dando continuidade

ao ciclo (Figura 1).
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Figura 1 - Ciclo de vida do Schistosoma mansoni

O esquema representa 0 complexo ciclo de vida do S. mansoni, evidenciando a fase de
reproducdo assexuada dentro do hospedeiro intermediéario (caramujos pertencentes ao
género Biomphalaria), e a fase de reproducdo sexuada dentro do hospedeiro vertebrado
(homem). Fonte: adaptado de CDC: http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/
Schistosomiasis.htm.

1.3 Imunopatologia da esquistossomose mansoni

A infeccdo pelo S. mansoni pode induzir diferentes manifestagdes clinicas em
seu hospedeiro definitivo. A localizagdo do parasito, a intensidade da infeccédo e a
resposta imune do individuo aos antigenos do Schistosoma sdo fatores determinantes
para o curso clinico dessa parasitose (Torres, 1976; Boros, 1989). Durante a infeccéo
pelo S. mansoni, os individuos infectados podem apresentar duas fases distintas da
doenca: a fase aguda e a fase cronica, que diferem entre si em relacdo as manifestagdes
clinicas e imunoldgicas.

A fase aguda representa o estagio inicial da doenca, que € determinado pela
penetracdo das cercarias, migracdo de esquistossdmulos e vermes adultos pelos tecidos
do hospedeiro definitivo, seguido pelo inicio da ovoposicdo. A resposta do sistema

imune do hospedeiro definitivo contra 0 S. mansoni inicia-se assim que as cercarias
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penetram através da pele e liberam diversas moléculas imunogénicas, através da
secrecdo das glandulas acetabulares, que auxiliam neste processo de penetragdo e na
transformacédo em esquistossomulos (Haas et al., 1997). Durante essa fase de invaséo, a
resposta imune € inicialmente inata, seguida, poucos dias depois, por uma resposta
imune adaptativa tipo Thl dominante. A partir do amadurecimento dos parasitos, por
volta da sexta semana, comeca a producéo de ovos e a resposta imune do tipo Thl (IFN-
v, IL-2, IL-1, IL-6), que é caracteristica do inicio da infeccdo, comeca a declinar,
enguanto a resposta do tipo Th2 (IL-4, IL-13 e IL-5) aumenta (Burke, et al., 2009).

Em relacdo as manifestacdes clinicas, a esquistossomose aguda pode apresentar
sinais e sintomas inespecificos (mal-estar, febre, cefaleia, perda de peso, anorexia,
artralgia, mialgia, edema, etc), respiratorios (tosse, dispneia, dor toracica e alteracfes
das provas de funcdo pulmonar e da radiografia do térax), digestivos (dor abdominal,
diarreia, hepatoesplenomegalia e elevacdo das enzimas hepaticas), neuroldgicos
(encefalite e mielite), além de eosinofilia (Neves, Martins & Tonelli, 1966).

A presenca dos ovos no organismo do hospedeiro induz a formacdo de uma
reacdo inflamatéria focal, constituida por uma variedade de células mononucleares
fagociticas e outros tipos celulares, dispostos de forma organizada, denominada
granuloma (Lenzi et al., 1998). A fase cronica da esquistossomose € caracterizada pela
modulacdo do granuloma com a producdo de IL-10 (Barsoum et al. 2013). O
granuloma, ao mesmo tempo em que é danoso ao individuo, ja que promove importante
reacdo inflamatoria, que pode causar grave fibrose hepatica, também é benéfico, na
medida em que “sequestra” os antigenos liberados pelos ovos, 0s quais apresentam
efeito hepatotoxico (Hams et al., 2013).

Nesta fase, manifestacBes clinicas distintas podem se desenvolver, sendo as
mesmas relacionadas a gravidade da doenga. A forma crénica habitual ou leve é a
forma em que se encontra na maioria das pessoas infectadas em &reas endémicas, ou
eventualmente fora delas, eliminando ovos viaveis nas fezes, mas, assintomatica ou com
episddios de fraqueza, fadiga, dor abdominal e diarreia (Cheever & Andrade, 1967). A
forma grave ou avancada da esquistossomose € caracterizada morfologicamente pela
fibrose hepaética periportal, dita pipestem, descrita por Symmers (1904). Esta € uma
lesdo representada por expansdo fibrosa sistematizada dos espagos porta, acompanhada
de lesBes destrutivas e obstrutivas do sistema da veia porta intra-hepatico, mas com
preservacdo da arquitetura normal do parénquima (Andrade, 2008). Durante a fase
cronica, que pode durar a vida do hospedeiro, as fémeas continuam a produgéo de ovos
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(aproximadamente 300 ovos/dia), e os granulomas que se formam dos ovos ficam

menores do que no periodo inicial da infec¢do (Pearce e MacDonald, 2002).

1.4 Estratégias de controle da esquistossomose

Em relagéo ao controle da esquistossomose, as medidas adotadas baseiam-se na
melhoria do saneamento basico com o suprimento de &guas tratadas, combate ao
molusco transmissor, educacdo e promoc¢do da saude, diagnéstico da infeccdo e
tratamento (Rollinson et al.,, 2012). Com a adocdo dessas medidas seria possivel
interromper a expansdo da doenca para novas areas e reduzir a prevaléncia, a morbidade
e a mortalidade. Porém, o precério padrdo socioecondémico dos paises endémicos e a
falta de interesse politico dificultam o controle dessa parasitose.

Atualmente, o tratamento tem sido o método mais utilizado para controle da
esquistossomose (Fenwick et al., 2003; Fenwick & Webster, 2006; Gray et al., 2010).
No Brasil, quando ocorreu a implantagdo do Programa Especial de Controle da
Esquistossomose (PECE) em 1977 até 1999, o farmaco utilizado pelo Ministério da
Salde no tratamento da esquistossomose era a oxaminigquina (OXA), administrada em
dose Unica, e que conferia uma taxa de cura na faixa de 65% a 85%. Entretanto, devido
ao seu alto custo e de algumas evidéncias de tolerancia do S. mansoni ao farmaco, o
praziquantel (PZQ) foi introduzido, conferindo taxa de cura entre 60 e 90%, e reducao
de contagem de ovos de 90 a 95% nos casos em que 0s individuos ndo foram curados
(Fenwick et al., 2003; El-lakkany et al., 2011).

O PZQ ¢ atualmente o medicamento recomendado pela OMS (WHO, 2013),
tanto em nivel populacional quanto individual, devido ao seu baixo custo, eficacia
contra as formas adultas do parasito e atividade contra as cinco espécies de Schistosoma
(Doenhoff et al., 2002). O efeito desse farmaco varia de acordo com o estagio de vida
do parasito, ndo sendo efetivo contra as formas imaturas, o que inviabiliza 0 seu uso nos
estagios inicias da doenca. Sendo assim, as formas ndo eliminadas ap0s o tratamento,
podem se desenvolver e ocasionar infec¢des ativas (Picca-Mattoccia et al., 2004). Com
isso, programas de controle baseados apenas no tratamento em larga escala, nédo
associados com o diagnostico individual da populacdo, possuem efeitos temporarios,
uma vez que reduzem a prevaléncia e a incidéncia de formas graves da doenca, mas

falham no controle da transmissdo, ocasionando a manutencdo da infeccédo e o
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surgimento de novos focos (Lambertucci et al., 2000; Engels et al., 2002; Doenhoff et
al., 2009; Rollinson et al., 2012).

Outro problema gerado, pelo elevado nimero de infecgbes e reinfeccGes em
moradores de areas endémicas, associado a pressdo seletiva exercida no parasito pelo
constante tratamento da populacédo, é o aparecimento de cepas do parasito resistente ao
farmaco. Embora poucos casos de isolados de S. mansoni resistentes ao PZQ no campo
sejam identificados, a reducdo da susceptibilidade ao farmaco j& foi verificada em
campo, em varios paises da Africa (Fallon et al., 1995; Ismail et al., 1996; Bonesso-
Sabadini & Souza-Dias, 2002; Danso-Appiah & De Vlas, 2002; Melman et al., 2009), e
ja foi induzida em laboratério por Fallon & Doenhoff (1994), Ismail et al. (1994) e
Couto et al. (2011).

Dessa forma, um diagnostico de alta sensibilidade para a esquistossomose torna-
se um instrumento vital para se conhecer a real prevaléncia com a deteccdo de infeccdes
ativas e para se avaliar com precisdo a cura ap6s intervengdes terapéuticas. Este
conhecimento se torna fundamental para o controle da transmisséo da doenca (Berhe et
al., 2004).

1.5 Diagnostico da esquistossomose

Os métodos diagnoésticos atualmente dividem-se em dois grupos, os métodos
diretos e os métodos indiretos. No primeiro, tem-se a deteccdo do parasito ou suas
partes, como ovos, substancias antigénicas ou fragmentos moleculares. J& no segundo,
tém-se evidéncias indiretas da infeccdo pelo S. mansoni pela demonstracdo de
reatividade celular a antigenos do parasito ou pela detec¢do de anticorpos especificos no
soro do hospedeiro (Rabello, 1990). Outra divisdo também permite classificar os
métodos de diagndstico como qualitativos ou quantitativos. Os métodos qualitativos
detectam somente a presenca do parasito, enquanto os métodos quantitativos refletem a
carga parasitaria e/ou a resposta imunoldgica de um individuo ou grupo populacional, o

que permite estabelecer indicadores epidemioldgicos para programas de controle.

1.5.1 Métodos parasitologicos

Uma variedade de técnicas parasitologicas encontram-se descritas na literatura,

entretanto muitas delas ja estdo em desuso por ndo serem consideradas adequadas e
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apresentarem baixa sensibilidade. A técnica de flutuacdo (Willis, 1921), a técnica de
centrifugacdo em éter sulfurico (Blagg et al., 1955) e o uso de laminas sem qualquer
padronizacdo (Martins, 1973) sdo exemplos desses métodos.

Outras técnicas atualmente utilizadas sdo a da sedimentacdo espontanea (HPJ)
que foi descrita por Lutz (1919) e padronizada por Hoffmann, Pons e Janer (1934), a
técnica de Kato-Katz (Katz et al., 1972) e a técnica de centrifugacdo com formol acetato
de etila (TF-Test®) (Gomes et al., 2004). Estas sdo técnicas muito utilizadas por serem
simples e de facil execucédo, alem de apresentarem indice consideravel de sensibilidade
em pacientes quando a carga parasitaria é alta.

A técnica de sedimentagdo esponténea consiste basicamente na mistura das fezes
com &gua, sendo essa solucdo filtrada e mantida em repouso. Essa sedimentacdo é
inserida entre 1amina e laminula, e observada em microscdpio. E uma técnica bastante
utilizada em laboratérios de andlises clinicas ou inquérito coproparasitélogicos, por
possibilitar diagndstico simultaneo de outras parasitoses.

A técnica de Kato-Katz consiste na demonstracdo microscdpica de ovos nas
fezes e é recomendada pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (1994). Essa técnica
foi modificada do seu original (Kato & Miura, 1954) por Katz et al, (1972). Eles
simplificaram a realizacdo da técnica, substituindo a pesagem das fezes com balanca por
um cartdo com orificio central de 6 mm de didmetro, definindo a quantidade de fezes a
ser examinada (42,7 £ 2,0 mg). As laminas confeccionadas podem ser transportadas e
armazenadas em temperatura ambiente por meses, sem prejuizo dos resultados. Ela é
uma técnica amplamente utilizada, principalmente por seu baixo custo operacional e
pela praticidade em situagfes de infraestrutura laboratorial precéria (Rabello, 1997).
Entretanto, esta técnica torna-se menos sensivel em individuos com baixa carga
parasitaria, em situacdes de baixa prevaléncia e apds o tratamento especifico (Lin et al.,
2008; Zhang et al., 2009; Ferrari et al., 2003; Enk et al., 2008). Outras limitagdes dessa
técnica é a impossibilidade de execu¢do em amostras diarreicas, baixa reprodutibilidade
entre amostras, laminas diferentes de um mesmo individuo, e entre leituras de
examinadores diferentes (Kongs et al., 2001).

A técnica de TF-Test® (Three Fecal Test) é constituida por trés amostras fecais
coletadas em dias diferentes e unificadas por meio de concentracdo do sedimento por
centrifugacdo rapida. Elas sdo duplamente filtradas, transferidas para uma solugéo

conservadora (formalina 10%) e posteriormente analisadas por microscopia dptica.
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A técnica de eclosdo de miracidios (Zicker et al., 1977; Jurberg et al., 2008),
gradiente salinico (Coelho et al., 2009) e helmintex® (Teixeira et al., 2007) estdo em
processo de validagdo. A técnica de eclosdo de miracidios baseia-se no forte
comportamento fototrépico dos miracidios. Amostras de fezes sdo acondicionados em
um frasco proprio e completados com agua desclorada até o orificio localizado no apice
do funil. O frasco € colocado dentro de uma caixa de madeira permitindo que somente o
apice do funil fique exposto a luz. Desta forma, os miracidios sdo atraidos pela luz
artificial, podendo entdo ser coletados e contados. Testes com 1,59 de fezes para
determinacdo de sua eficiéncia demonstraram que a sensibilidade de um Unico teste é
equivalente a 36 laminas de Kato-Katz (Jurberg et al., 2008). A técnica de gradiente
salinico consiste em um método de baixo custo, de facil execucdo, rapido e que traz
como grande vantagem a reducdo no numero final de analises ao microscopio. O fluxo
de solucdo salina a 3% provoca a suspensdo e a retirada de sedimentos de baixa
densidade da amostra fecal, que esta diluida em solucdo salina a 0,9%. Os ovos de S.
mansoni possuem maior densidade e permanecem na superficie de uma placa porosa,
quando sdo analisados ao microscopio Optico. Resultados obtidos em laboratério
demonstraram que a técnica de gradiente salinico apresenta maior sensibilidade do que
12 laminas de Kato-Katz de uma Unica amostra fecal de 500mg (Coelho et al., 2009). A
técnica de helmintex® baseia-se no isolamento de ovos de S. mansoni a partir de 30g de
fezes que sdo processadas e concentradas. Essas fezes sdo expostas a um campo
magnético onde ha a interacdo dos ovos com microesferas paramagnéticas. Apesar da
sensibilidade, sua limitacéo estd no namero de 1dminas a serem analisadas, tornando o
processo demorado e inviavel para aplicacdo na rotina clinica (Teixeira et al., 2007).

E possivel ainda realizar analises por bidpsia retal para visualizacio de ovos no
tecido, no entanto, esta é uma técnica bastante invasiva e pouco utilizada na préatica
clinica, a ndo ser em alguns casos onde a patologia atingiu pontos criticos para a saude
do paciente (Ferrari et al., 2003).

A avaliacdo da prevaléncia por meio de técnicas parasitologicas tem sido ainda
hoje um dilema encontrado no diagndstico da esquistossomose, pois pode-se ter uma
ideia falsa da real prevaléncia da doenga, principalmente em &reas com individuos que
apresentam baixa intensidade de infeccdo, o que impacta diretamente no controle da
parasitose (De Vlas et al., 1992; Enk et al., 2008). Por esse motivo, a associa¢ao de
técnicas moleculares e imunoldgicas vem se mostrando sensivel e promissora na

identificagéo do parasito em amostras com resultados negativos.
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1.5.2 Métodos moleculares

A PCR (Polymerase Chain Reaction - Reagdo em Cadeia da Polimerase) é um
método molecular que permite a amplificacdo de sequéncias de DNA ou RNA da
amostra, copiando-as em larga escala de maneira bastante especifica. Algumas técnicas
de PCR foram descritas como ferramentas para diagndstico da esquistossomose
mansoni, sendo primeiramente descrita para deteccdo de DNA do parasito em amostras
de fezes humanas (Pontes et al., 2002). Esta metodologia também foi avaliada em areas
endémicas, sendo capaz de detectar fentogramas de DNA de S. mansoni (Pontes et al.,
2003).

Outra abordagem da PCR convencional, denominada de PCR-ELISA, estd em
fase de validacdo para o diagndstico da esquistossomose, utilizando fezes humanas.
Essa técnica consiste em um processo alternativo de visualizacdo do produto
amplificado, permitindo uma andlise semi-quantitativa. Um método imunoldgico é
associado para quantificar o produto de PCR apds a ligacdo do DNA marcado com
biotina. Apesar do custo relativamente alto, tem apresentado bons resultados
preliminares, principalmente levando em consideracdo a quantidade de amostras que
podem ser analisadas simultaneamente (Gomes et al., 2010).

Os métodos moleculares de diagndstico para deteccdo de DNA do parasito nas
fezes pode apresentar alta especificidade e sensibilidade, porém possuem alto custo e
alta complexidade quanto ao manuseio de equipamentos (Obeng et al., 2008; Kjetland

et al., 2009), sendo de dificil implementacdo em areas endémicas.

1.5.3 Métodos imunoldgicos

Os métodos imunoldgicos sdo ferramentas importantes para se avaliar
individuos infectados em inqueritos epidemiologicos, embora forneca apenas evidéncias
indiretas da presencga do parasito (Chieffi & Kanamura, 1978). Uma vez que métodos
parasitologicos de fezes apresentam baixa sensibilidade para diagndstico de individuos
que possuem infeccdo de baixa intensidade, os métodos imunoldgicos tém se mostrado,
neste contexto, Uteis para serem usados em estudos populacionais. Os testes soroldgicos
sdo metodologias utilizadas para o diagnostico da esquistossomose, como a reagdo de
imunofluorescéncia indireta e 0 ensaio imunoenzimatico de ELISA (Enzyme Linked

Immunosorbent assay). A imunofluorescéncia é uma técnica que permite visualizar a
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reatividade de anticorpos presentes no soro dos individuos em substratos fixados em
laminas utilizando corantes fluorescentes, entretanto, a necessidade do microscopio de
fluorescéncia limita a utilizacdo da técnica em &reas endémicas com pouca estrutura
(Deelder et al., 1989; Schisio et al., 1989). O ensaio de ELISA pode ser utilizado tanto
para deteccdo de antigenos do parasito quanto para deteccdo de anticorpos especificos
no soro dos individuos. O imunodiagnostico da esquistossomose por deteccdo de
antigenos circulantes especificos baseia-se na presenca de antigenos do parasito na
circulacdo sanguinea humana (De Jonge et al., 1991). As abordagens para a deteccao de
antigenos circulantes geralmente envolvem captura do antigeno por anticorpos
monoclonais. Dois dos antigenos circulantes mais comumente utilizados séo as
glicoproteinas AAC (Antigeno Anddico Circulante) e ACC (Antigeno Catddico
Circulante), derivadas do epitélio do tubo digestivo dos parasitos (Deelder et al., 1980),
e sendo a presenca destes antigenos indicativa de infeccdo ativa. A desvantagem da
deteccdo de antigenos circulantes se deve ao fato de ser baixa a sensibilidade desse tipo
de ensaio nos casos em que a prevaléncia e intensidade de infeccéo séo baixas, podendo
até mesmo ser inferior aos testes parasitologicos (De Jonge et al., 1991), além de
apresentarem alto custo e dependéncia da producdo de anticorpos monoclonais
(Rabello, 1997).

Outra abordagem que esté sendo utilizada para o diagnostico da esquistossomose
é o teste imunocromatogréafico - POC-CCA® (urine-based point-of-care) para detec¢édo
do antigeno catddico circulante em amostras de urina (Rapid Medical Diagnostics,
Pretoria, Africa do Sul). Esse teste tem se mostrado promissor para ser utilizado em
estudos epidemiolégicos, em laboratérios e campo, apresentando melhor sensibilidade
que a técnica de Kato-Katz (Colley et al., 2013; Lamberton et al, 2014; Adriko et al,
2014; Greter et al, 2015) Entretanto, mais estudos de campo, especialmente em areas de
baixa endemicidade, séo necessarios (Lodh et al, 2013; Legesse and Erko, 2008).

Apesar de ambos os tipos de deteccOes serem considerados promissores, a
deteccdo de anticorpos tem apresentado baixa especificidade, além de néo
diagnosticarem a cura apés tratamento (Bdul-Fattah et al., 2000; Derouin et al., 1980; da
Silva et al., 1998). Uma das dificuldades iniciais no desenvolvimento de testes
sorologicos € a escolha dos antigenos apropriados. Existem diversos fatores que
influenciam a escolha de um antigeno para ser utilizado no diagndstico como:
produtividade e facilidade de obtencéo, elevada estabilidade em condic¢des simples de
estocagem, antigenicidade, especificidade e compatibilidade com técnicas soroldgicas
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baratas e simples. Os antigenos podem ser obtidos de diversos estagios evolutivos do
parasito. Os mais utilizados séo os extratos brutos, preparados mediante ruptura de
vermes, cercérias ou ovos. O antigeno sollvel de vermes adultos (SWAP) é a fonte mais
facil e abundante de material antigénico (Doenhoff, Chiodini & Hamilton, 2004).
Antigenos de cercarias sdo menos empregados devido a sua baixa sensibilidade e
especificidade (Lunde & Ottensen, 1980). O homogeneizado de ovos, conhecido como
SEA, contém grande numero de fragcBes antigénicas, apesar de somente uma minoria
desses constituintes ser liberada por ovos viaveis, como demonstrado por Ashton e
colaboradores (2001). Sendo assim, os extratos brutos apresentam a grande vantagem de
serem facilmente preparados, entretanto a utilizacdo de preparagdes purificadas é uma
possibilidade cada vez mais considerada. A ocorréncia de reacGes cruzadas,
principalmente observadas com o uso de antigenos brutos que contém fracbes
antigénicas compartilhadas com diversos parasitos, também é um dos grandes
problemas do uso destes antigenos (Mott & Dixon, 1982; Correa-Oliveira et al., 1988;
Montenegro, 1992; Ishida et al. 2003; Luo et al. 2009).

O uso de proteinas recombinantes como antigenos para o imunodiagndéstico da
esquistossomose tem aumentado cada vez mais. A expressdo de proteinas do ovo de
Schistosoma japonicum denominadas de SjE16, SjPPlase e SjRobl, em sistema
eucarioto, foram avaliadas em ensaios de ELISA e mostraram-se promissoras para 0
diagnostico de esquistossomose aguda, com sensibilidade de 40%, 80% e 70%
respectivamente (Chen et al., 2013). Outra proteina recombinante, SjSP-13, de
Schistosoma japonicum, foi expressa em sistema procarioto e utilizada em ensaios de
ELISA frente a soro de individuos positivos de area endémica e apresentou 90,4% de
sensibilidade e 98,9% de especificidade (Xu et al., 2014).

O desenvolvimento da biologia molecular somado a disponibilidade de genomas
dos parasitos pode proporcionar a busca por antigenos potencialmente imunogénicos e
especificos do S. mansoni que possam ser utilizados, como antigenos recombinantes ou
na forma de peptideos sintéticos, em testes soroldgicos para diagnéstico da

esquistossomose mansoni.

1.6 Genoma do Schistosoma mansoni

Atualmente uma das abordagens mais promissoras para a identificacdo de novos

alvos de vacinas, farmacos e antigenos para diagndstico, assim como para a
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compreensdo da resisténcia a drogas, diversidade antigénica, infectibilidade e patologia,
consiste em compreender e decifrar as informagfes nos genomas dos parasitos
(TDR/WHO, 2005).

O S. mansoni é um parasito diploide, com sete pares de cromossomos
autossomicos e um par de cromossomos sexuais, sendo as fémeas heterogaméticas
(ZW) e os machos homogameéticos (ZZ). Ele se encontra entre 0s primeiros animais que
desenvolveram dimorfismo sexual e cromossomos sexuais heterogameticos (Verjovski-
Almeida et al., 2003).

O estudo do transcriptoma de S. mansoni foi uma iniciativa brasileira, financiada
por agéncias locais que teve inicio em 1992 por meio de um projeto colaborativo entre
instituicOes brasileiras, financiado por agéncias nacionais (Franco et al., 2000). A partir
de 1994, a Organizacdo Mundial da Saude iniciou o financiamento da Rede Genoma de
Schistosoma para a descoberta de novos genes com o objetivo final de identificar novos
alvos para o desenvolvimento de farmacos, vacinas e diagnostico. Durante esse periodo
a comunidade cientifica mundial produziu aproximadamente 16.000 ESTs (marcador de
sequéncia expressa — Expressed Sequence Tag). Mais tarde, outros dois grandes
projetos brasileiros de sequenciamento do transcriptoma do S. mansoni foram realizados
(Oliveira et al., 2001). O primeiro projeto foi financiado pela FAPESP/MCT/CNPq e
utilizou uma biblioteca de verme adulto e minibibliotecas de ORESTES (janela de
leitura aberta - Open Reading frames ESTs) de seis estagios do ciclo de vida do parasito
(Verjovski-Almeida et al., 2003). O projeto gerou 124.681 ORESTES e ESTs uteis de
S. mansoni que foram agrupadas resultando em 30.988 SmAE (Schistosoma mansoni
assembled ESTs) correspondendo a aproximadamente 92% do transcriptoma. Dentre as
SMAESs anotadas, 23% encontraram relacdo com outras sequéncia de S. mansoni ja
depositadas, tendo 2% delas identidade com genes conhecidos e 21% com ESTSs
depositadas no dbEST. Os outros 73% nao encontraram relacdo com sequéncia de S.
mansoni, sendo descritas como novos genes relatados de S. mansoni. A comparacao das
ESTs de S. mansoni com sequéncia dos bancos de dados permitiu identificar um grande
namero de genes de interesse (Verjovski-Almeida et al., 2003). O segundo projeto,
financiado pela FAPEMIG/MCT/CNPq, consistiu de uma rede gendmica formada por
instituicbes do Estado de Minas Gerais que caracterizou o transcriptoma de diferentes
estagios de desenvolvimento do parasito, a partir da geragdo de aproximadamente
42.500 ESTs convencionais (Oliveira et al., 2007).
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A iniciativa internacional para o sequenciamento do genoma completo do
organismo foi conduzida pelo The Institute for Genomic Research — TIGR em
associacdo com o Welcome Trust Sanger Institute — WTSI, por meio de financiamento
do National Institute of Health — NIH e da Welcome Trust, respectivamente (LoVerde et
al.,, 2004). As ultimas versdes do sequenciamento gendémico e todas as analises
efetuadas estdo disponiveis nos bancos de dados on line GeneDB produzido pelo WTSI,
e no SchistoDB, banco de dados genémicos desenvolvido para incorporar todos os
dados disponiveis sobre o S. mansoni.

A sequéncia do genoma nuclear de S. mansoni foi obtida por meio da metodologia
WGS (Whole Genome Shotgun). Essa técnica consiste na quebra de DNA gendmico em
pequenos fragmentos para sequenciamento, e a posterior organizacdo da sequéncia
desses fragmentos, para recompor a sequéncia original. Esse processo foi realizado in
silico e os fragmentos foram agrupados em 5.745 scaffolds com tamanho superior a 2kb,
totalizando 363mbp. Além disso, foram identificados 11.812 genes que codificam
13.162 transcritos. Apesar de 45% do genoma ser composto de elementos repetitivos,
50% das bases estdo presentes em contigs de tamanho maior que 16,3kbp e em scaffolds
maiores que 824,5kbp (Berriman et al., 2009).

Em 2012, uma nova versdo do genoma de S. mansoni foi disponibilizada e
todos os dados foram melhorados devido ao uso do dado de mapeamento genético e de
tecnologia de sequenciamento em massa, além do transcriptoma (RNA-seq) de
diferentes fases do parasito e disponibilizacdo dos dados gendmicos do S. japonicum e
do S. haematobium (Protasio et al., 2012). Essa nova metodologia ajudou na melhor
identificacdo de regides transcricionalmente ativas e definiu com mais preciséo a
coordenada dos exons de cada gene. Além disso, a natureza quantitativa do RNA-seq
permitiu identificar genes diferencialmente expressos de uma forma mais sensivel e
precisa do que os outros metodos anteriormente empregados (Marioni et al., 2008;
Shendure, 2008). Na primeira versdo do genoma, pela técnica de FISH (fluorescence in
situ hybridization), foi possivel localizar, aproximadamente, 43% dos fragmentos
montados em um dos sete cromossomos autossémicos ou no cromossomo sexual de S.
mansoni (Berriman et al., 2009). Na nova versdo ja foi possivel mapear 81% das
sequéncias em seus cromossomos, sendo 0 cromossomo um o maior deles. Além disso,
0 numero de scaffolds foi reduzido para 885 e o nimero de genes preditos passou de
11.807 para 10.852. Dos genes excluidos, 65% haviam sido anotados como proteinas
hipotéticas (Protasio et al., 2012).
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1.7 Ferramentas de Bioinformatica

A Bioinformética é um campo da ciéncia que esta em crescimento e envolve o
uso de técnicas de matematica aplicada, criacdo e aperfeicoamento de algoritmos,
técnicas computacionais, estatisticas e teoria da computacéo para solucionar problemas
relacionados ao gerenciamento e analise de dados bioldgicos (Baldi and Brunak, 2001,
Baxevanis and Ouellette, 2005; Lesk, 2002).

Com o auxilio de programas computacionais é possivel realizar predicGes
relevantes a partir de sequéncias depositadas em bancos de dados, elucidando detalhes
acerca das caracteristicas, estrutura, e funcdo dos genes e proteinas. Nesse contexto,
existem inumeras ferramentas de bioinformatica capazes de fazer a predicdo de
caracteristicas em sequéncias lineares de proteinas que sdo importantes para reduzir o
tempo de pesquisa e custos atraves do desenvolvimento de predi¢Ges para auxiliar e
melhorar abordagens experimentais em pesquisas bioldgicas.

Diante do exposto e das limitacdes em relagdo ao diagnostico da
esquistossomose mansoni, torna-se favoravel a utilizacdo de ferramentas de
bioinformatica para selecionar alvos para serem utilizados no diagnéstico dessa doenca.
As condicBes para que uma proteina seja considerada um bom antigeno, tanto para o
desenvolvimento de vacinas quanto para serem utilizadas no diagnostico, baseiam-se
em caracteristicas que irdo facilitar o seu reconhecimento pelo sistema imunolégico do
hospedeiro. Frente a essas condicdes, torna-se importante que essas proteinas possuam
peptideo sinal, baixa similaridade com proteinas humanas, epitopos lineares de célula B
e T e localizagdo celular favoravel.

Os peptideos sinais sdo sequéncias de 15 a 60 residuos de aminoacidos,
geralmente localizados na porgdo N-terminal das proteinas. Muitas das proteinas
sintetizadas nos compartimentos celulares ndo desempenham seus papeis bioldgicos
necessariamente nos locais onde séo geradas, necessitando ser exportadas para a regiao
especifica onde exercerdo suas funcgdes. A sequéncia do peptideo sinal tem por funcéo
marcar as proteinas que serdao exportadas para determinados locais, como, por exemplo,
0 ambiente extracelular. Essas proteinas sao reconhecidas por meio do peptideo sinal, o
qual, apds a exportacdo, podem ser removidos da proteina por meio da acdo de
proteases ou manter-se como parte integrante da mesma (Clark, 2005; Alberts et al.,

2008). Alguns preditores como SignalP 4.0 e Sigcleave sdo capazes de
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computacionalmente fazer a predicdo da presenca ou ndo de peptideo sinal em uma
sequéncia de proteina.

Outro critério importante para selecionar proteinas candidatas para serem
utilizadas no diagnostico da esquistossomose € o percentual de semelhanca entre as
proteinas avaliadas, proteinas humanas e proteinas de camundongos, uma vez que, se a
porcentagem de similaridade for alta, as proteinas selecionadas podem apresentar baixa
antigenicidade (Abbas et al., 1997).

Epitopos sdo unidades essenciais minimas de informacéo derivados de proteinas
do proprio organismo ou ndo, e que estimulam respostas imunologicas celulares (célula
T) e/ou humorais (célula B). A identificacdo e caracterizacdo de epitopos de células B
desempenham um papel importante na concepcdo de vacina, de testes de
imunodiagndstico, e na producdo de anticorpos, uma vez que epitopos de células B sdo
os sitios que sdo reconhecidos pelo sistema imune do hospedeiro, podendo potencializar
uma resposta imune (Larsen et al., 2006). Portanto, ferramentas computacionais para
predizer epitopos lineares de célula B em sequéncias de proteinas sdo fundamentais,
embora a estratégia mais promissora fosse realizar a predicdo de epitopos
conformacionais, sendo necessaria, para isso, a estrutura tridimensional da proteina. A
predicdo de epitopos lineares de células T é importante, uma vez que para producao de
anticorpos especificos contra a proteina é necessaria a participacdo de células T que
precisam ser ativadas pela ligacdo de seus receptores ao complexo principal de
histocompatibilidade, formando o complexo MHC-peptideo, e de moléculas
coestimulatérias. No homem, esses genes sdo chamados de Human Leukocyte Antigen,
ou genes HLA, e em camundongos, eles sdo designados como genes H-2 (Janeway et
al., 2002).

A localizagdo de uma proteina também é um fator fundamental para que ela seja
reconhecida pelo sistema imunologico. Proteinas restritas ao compartimento citosolico
ndo sdo bons alvos imunologicos, enquanto as proteinas associadas a superficie ou
proteinas secretadas sdo mais acessiveis ao sistema imunoldgico do hospedeiro podendo
levar & producéo de anticorpos especificos.

Além das ferramentas classicas de bioinformatica, outra abordagem promissora
para identificar proteinas antigénicas é a busca de epitopos lineares de células B
associadas com regides intrinsecamente desordenadas (IDRs, do inglés, Intrinsically
Disordered Regions). Proteinas que possuem regies intrinsecamente desordenadas

representam uma classe de proteinas com auséncia de estrutura parcial ou total em seu
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estado nativo. Devido a sua adaptabilidade intrinseca, tais proteinas podem estar
envolvidas em muitos processos bioldgicos importantes incluindo o escape do sistema
imune e 0 processo de interacdo parasito-hospedeiro (Wright e Dyson, 1999; Dyson e
Wright, 2005; Feng et al., 2006). Em um estudo utilizando epitopos lineares de células
B altamente antigénicos, provenientes de um antigeno de membrana de Plasmodium
vivax, promissor para vacinas contra maléria, Bueno e colaboradores (2011) concluiram
que a presenca de regides intrinsecamente desordenadas em epitopos lineares de células
B, tornam esses epitopos mais propensos a serem 0S mais antigénicos e imunogénicos

dentro da proteina.
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2 JUSTIFICATIVA

A esquistossomose continua sendo uma das infecgbes parasitarias mais
prevalentes no mundo com mais de 240 milhGes de pessoas infectadas em 78 paises.
Para o controle e monitoramento efetivo dessa doenca € essencial que se disponha de
métodos diagndsticos cada vez mais sensiveis (Savioli et al., 1997; WHO, 2014). Um
diagndstico eficaz, com ampla aplicagdo na deteccdo de casos em areas de alta e baixa
prevaléncia e controle de cura ap0s intervencgdes terapéuticas, desempenha um papel
fundamental para avaliar o sucesso das estratégias de controle de transmisséo da doenca
(Berhe et al., 2004; Weerakoon et al, 2015). Os métodos parasitélogos ainda sdo os
mais utilizados em programas de controle de esquistossomose em todo o mundo,
principalmente em pacientes de area endémica e para avaliacdo de cura pds-tratamento,
sendo a técnica de Kato-Katz a mais utilizada por ser rapida e de baixo custo (Katz et
al., 1972; WHO 1993). Entretanto, a reducdo da carga parasitéaria de individuos tratados
indicam a necessidade de adaptacdo do numero de l&minas examinadas, além da
associacdo de técnicas moleculares e imunoldgicas que vém mostrando-se sensiveis e
promissoras na identificacdo do parasito em amostras com resultado coproscépico
negativo (Enk et al., 2008; Goncalves et al., 2006, Noya et al., 2007). Existe uma ampla
variedade de testes imunoldgicos, sendo o ensaio de ELISA, o de escolha para o
diagnostico em massa por apresentar baixo custo, reprodutibilidade e facilidade de
execucdo (Oliveira et al., 2003). Uma das dificuldades iniciais no desenvolvimento do
teste de ELISA é a escolha de antigenos apropriados. Para transpor essas limitacGes,
faz-se necessario o uso de um antigeno que ndo apresente reacdo cruzada com outros
parasitos e cuja reatividade frente a soro de individuos infectados e tratados caia
progressivamente ap0s o tratamento.

No Brasil, estudos indicam que a prevaléncia da esquistossomose esta sendo
subestimada devido a dificuldade de se diagnosticar individuos com baixa carga
parasitaria, principalmente em éareas de baixa endemicidade, através dos métodos
utilizados atualmente (Enk et al., 2008; Gargioni et al., 2008; Cavalcanti et al., 2013).
Esse fato se deve principalmente ao tratamento, que pode levar a redugdo da carga
parasitaria dos individuos infectados, dificultando sua identificacdo pelos métodos
diagndsticos disponiveis. Sendo assim, torna-se necessaria uma investigagdo mais

minuciosa para verificar se a reducdo na prevaléncia da esquistossomose em &reas
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endémicas representa realmente reducdo no numero de individuos infectados ou se
simplesmente reflete diminuicdo na carga parasitaria dos individuos tratados.

Nesse contexto, as limitacbes das estratégias utilizadas no controle da
esquistossomose evidenciam a necessidade do desenvolvimento de um diagndstico mais
sensivel que seja capaz de discriminar individuos infectados e ndo infectados de areas
de baixa prevaléncia e de monitorar a cura apds tratamento da doenca. Diante do
exposto, este trabalho foi desenvolvido a partir da necessidade de um antigeno para o
diagnostico da esquistossomose gque possua altas especificidade e sensibilidade, e que
seja capaz de diferenciar individuos curados ap0s tratamento quimioterapico. Frente aos
avancos na area de bioinforméatica e a disponibilidade do genoma do S. mansoni
(Berriman et al., 2009), propusemos selecionar novos antigenos do S. mansoni para
serem testados e utilizados no diagnéstico da esquistossomose e de cura da doenca pos-
tratamento, por andlises in silico. Alguns dos antigenos selecionados foram avaliados
em ensaios imunologicos a fim de se identificar bons candidatos para o

imunodiagndstico da doenca.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Selecionar e avaliar antigenos do S. mansoni para serem utilizados no diagnostico

soroldgico da esquistossomose e no controle de cura da doenga pos-tratamento.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 - Desenvolver um workflow utilizando ferramentas de bioinformatica de cédigo livre
instaladas nos servidores locais e dados extraidos do banco de dados SchistoDB para
selecionar antigenos para diagnéstico da esquistossomose e controle de cura pos-

tratamento.

2 - Integrar as analises in silico em um banco de dados relacional para possibilitar a
extracdo da informac&o bioldgica relevante.

3 - Selecionar epitopos lineares de células B, das proteinas selecionadas, para serem
sintetizados como peptideos e avaliados em ensaios de ELISA para validar a estratégia de
selecdo desses antigenos.

4 - Expressar em sistema procarioto e purificar algumas proteinas recombinantes,
selecionadas pelas analises in silico, como candidatas para diagnostico da esquistossomose

e de controle de cura p6s-tratamento.

5 - Avaliar a reatividade do soro de camundongos e individuos infectados, infectados e

tratados e ndo infectados frente aos antigenos selecionados.

6 - Avaliar a existéncia de reconhecimento cruzado dos antigenos selecionados por soro de

camundongos e individuos infectados com outros helmintos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Analises in silico

4.1.1 Estrategia para escolha dos programas utilizados

Para realizacdo deste trabalho, foram utilizadas ferramentas de bioinformatica
para analisar e gerenciar dados do proteoma do parasito. A predi¢cdo computacional foi
realizada utilizando banco de dados e diversos algoritmos disponiveis de codigo livre
que foram instalados localmente.

A escolha dos programas utilizados, para predicdo das proteinas, baseou-se
primeiramente na disponibilidade para serem instalados e executados em um servidor
local do Centro de Pesquisas René Rachou (CPgRR), o que permitiu analisar um
nimero muito maior de sequéncias e de forma automatizada. O segundo critério
abordou as caracteristicas necessarias para que uma proteina possa ser considerada uma
potencial candidata para o diagnostico da esquistossomose. Os trés proteomas e 0S
programas utilizados foram: S. mansoni, Homo sapiens, Mus musculus, Sigclaeve,
TargetP 1.1, SignalP 4.0, BLAST-Basic Local Alignment Search Tool/NCBI, BepiPred
1.0, BCPREDS: B-cell epitope prediction, TMHMM v. 2.0, SherLoc2 - Predicting
Protein Subcellular Localization e NetMHCII 2.2. Ap0s as predicdes, os resultados das
analises foram armazenados no banco de dados MySQL e gerenciados de forma a

responder aos questionamentos determinados.

4.1.2 Banco de dados de Dominio PuUblico

4.1.2.1 SchistoDB 2.0

O banco de dados gendbmico para o parasita S. mansoni - SchistoDB
(www.schistodb.net) foi acessado em 02 de abril de 2012, de onde foi obtido o
proteoma predito do parasito. Foram obtidas 13.273 sequéncias, em formato embl e
adicionalmente foram obtidas as sequéncias correspondentes a cada fase de vida do
parasito, que também estavam disponiveis nesse banco de dados.

As informacdes foram armazenadas em formato fasta em um servidor local para

realizacdo das predi¢cdes computacionais.
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4.1.2.2 Proteoma predito de H. sapiens e M. musculus

Adicionalmente  foram obtidos do banco de dados do NCBI
(ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/) em 12 de junho de 2012 e instalados no servidor
local os proteomas de H. sapiens e M. musculus, com 32.799 e 28.871 sequéncias de

proteinas, respectivamente.

4.1.3 Preditores utilizados para predicéo de peptideo sinal

4.1.3.1 SignalP 4.0

O preditor foi obtido e instalado no servidor em 15 de fevereiro de 2013. O
programa SignalP 4.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) permite obter a
predicdo de peptideos sinais e a localizagdo do sitio de clivagem em sequéncias de
aminoécidos de diferentes micro-organismos: Gram positivos procariotos, Gram-
negativos procariotos e eucariotos. As predi¢bes sdo feitas através da combinagdo de
redes neurais artificiais e de modelos ocultos de Markov (Petersen et al., 2004). Foram
determinados o formato de saida dos resultados das analises das sequéncias em apenas
uma linha (short), método padrdo (best) onde o preditor decide quais redes neurais
dardo o melhor resultado, o tipo de organismo no qual o algoritmo do preditor foi

treinado, sendo este o eucarioto (-euk) e o ponto de corte padrdo de 0,45.

4.1.3.2 Sigcleave

O preditor foi obtido e instalado no servidor local em 17 de abril de 2012. O
Sigcleave (http://emboss.sourceforge.net/apps/release/6.0/emboss/apps/Sigcleave.html)
realiza a predicéo de sitios de clivagem entre a sequéncia de peptideo sinal e a proteina
madura que vai ser exportada utilizando o método de von Heijne (1986), que baseia-se
no tratamento de posicionamento -1 e -3 de matrizes que séo levemente alteradas. O
preditor analisa uma ou mais sequéncias de proteinas e estabelece um relatério
EMBOSS (European Molecular Biology Open Software Suite) padrdo com a posicao,
comprimento e pontuacdo de cada sequéncia de peptideo sinal predita. Para execugdo do

preditor foram mantidos os parametros padrdes do programa com ponto de corte de 3,5.
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4.1.3.3 TargetP 1.1

O TargetP (http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/) foi obtido e instalado no
servidor em 16 de abril de 2012. Esse preditor realiza a predicdo de localizagédo
subcelular de proteinas eucariotas, baseando-se na identificacdo de sequéncia N-
terminal: peptideo de cloroplasto em transito (cTP), peptideo direcional mitocondrial
(mTP) e peptideo sinal de vias secretdrias. O programa utiliza os preditores ChloroP,
para predicdo de sitio de clivagem em cloroplasto e SignalP para sitio de clivagem em
proteinas secretadas (Emanuelsson et al., 2000). Foram estabelecidos os parametros que
determinaram que as sequéncias inseridas ndo fossem de plantas e incluiu-se também a

predicdo do sitio de clivagem.

4.1.4 Preditores utilizados para predicéo de localizacéo celular

4141 TMHMM 2.0

Acessado em 17 de abril de 2012, o TMHMM v. 20
(http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMMY/) realiza predicdo de hélices transmembrana
de proteinas e discrimina proteinas sollveis de proteinas de membrana. A localizacéo e
a orientacdo de hélices alfa que atravessam a membrana sdo baseadas em um modelo
oculto de Markov (Krogh et al., 2001; Sonnhammer et al., 1998). Para execucao do

preditor foi utilizado o pardmetro “short” para saida dos resultados.

4.1.4.2 SherLoc2 - Predicting Protein Subcellular Localization

O programa SherLoc2 (Applied Bioinformatics Group) (http://www-
bs.informatik.uni-tuebingen.de/Services/SherLoc/) foi obtido e instalado no servidor
local em 17 de maio de 2012. O preditor é um dos algoritmos disponiveis para fazer a
predicdo de localizacdo subcelular de proteinas, baseando-se na predi¢do de quatro
diferentes sequéncias classificadoras (peptideos alvo N-terminal, sinais internos de
ancora, composicdo global de aminoacidos e classificacdo de sequéncias-motivo) e de
um classificador baseado em texto (Shatkay et al., 2007). Quatro desses classificadores
(peptideos alvo N-terminal, sinais internos de ancora, composicdo global de
aminoacidos e classificacdo texto) utilizam o classificador de pardmetros SVM (support
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vector machine) para realizarem suas analises. O SVM € um conceito em estatistica e
ciéncia da computacdo para um conjunto de métodos de aprendizagem que analisam
dados e reconhecem padrfes usando analises de classificacdo e regressdo (Vapnik,
1998). A classificacdo de sequéncias-motivo utiliza uma busca por motivos que produz
um vetor de caracteristicas binarias indicando a presenca ou ndo de 43 sequéncias-
motivo na sequéncia de consulta. Os dados das quatro sequéncias classificadoras e da
sequéncia baseada em texto sdo integrados e analisados por SVM e resultam em uma
melhor predicdo de localizacdo subcelular da proteina. O parametro selecionado para
predicdo das sequéncias foi determinado de acordo com o organismo, sendo o de

“animal” o escolhido.

4.1.5 Preditores utilizados para predicéo de epitopos

4.1.5.1 BepiPred 1.0

O BepiPred (http://www.cbs.dtu.dk/services/BepiPred/) foi obtido e instalado no
servidor local em 02 de abril de 2012. O programa realiza a predi¢do localizando
epitopos lineares de célula B utilizando uma combinacdo do modelo oculto de Markov e
0 método de escala de propensdo onde sao atribuidos valores para cada aminoacido de
acordo com caracteristicas pré-definidas (Larsen et al., 2006). Para cada sequéncia de
entrada é gerada uma predicdo com um escore e anotacdo para cada residuo. Um
residuo anotado com um "E" é predito como sendo parte de um epitopo linear de células
B (escore acima do ponto de corte), e um residuo anotado com um "." representa um
residuo predito por ndo ser parte de um epitopo (escore abaixo do ponto de corte). A
relacdo entre a sensibilidade e a especificidade é baseada em um célculo de referéncia
que contéem cerca de 85 epitopos de células B. O ponto de corte utilizado para predigédo
de epitopos lineares de célula B das sequéncias de proteinas foi de 0,6 com tamanho de

epitopo igual a no minimo 12 mer.

4.1.5.2 BCPREDS: B-cell epitope prediction server

O BCPREDS (ailab.cs.iastate.edu/bcpreds) foi instalado localmente e executado
em uma interface Java em 10 de abril de 2012. O preditor permite ao usuario escolher o
método para predizer epitopos lineares de célula B: BCPred e AAP12 onde o
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comprimento dos epitopos preditos pode variar de 12 a 22 ou FBCpred onde o tamanho
do epitopo predito pode ser inserido pelo usuario. Os métodos utilizam o classificador
de pardametros SVM (support vector machine) sendo que o método AAP (Amino acid
pair) difere-se do BCPred por usar uma escala de antigenicidade com epitopos lineares
de célula B em pares obtidos por decomposi¢do continua associada ao parametro SVM
(Chen et al., 2007). Para realizar a predigdo, foram utilizados os métodos BCPred12 e
AAP12 onde foi utilizado o parametro de tamanho de epitopo igual a 12 mer para

ambos com ponto de corte de 0,75.

4.1.5.3 NetMHCII 2.2

O NetMHCII (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetMHCII/) foi executado em 11
de abril de 2012. O programa realiza a predicdo da ligacdo de peptideos de células T
com MHC de classe Il para os genes HLA-DR e MHC de classe Il de camundongos,
utilizando redes neurais artificiais. As predi¢cdes podem ser obtidas para 14 alelos do
gene HLA-DR (DRB1_0101, DRB1 0301, DRB1_ 0401, DRB1_0404, DRB1_0405,
DRB1 0701, DRB1_0802, DRB1 0901, DRB1_1101, DRB1 1302, DRB1_1501,
DRB3 0101, DRB4 0101 e DRB5_0101), e também trés alelos de classe Il de
camundongos do gene H-2 1A (H2-1Ab, H2-1Ad e H2-l1As) (Nielsen Morten and Ole
Lund, 2009). Foram utilizados os parametros padrdes do preditor e todos os alelos de

humanos e de camundongos foram analisados com tamanho de epitopo igual a 15 mer.

4.1.6 BLAST - Basic Local Alignment Search Tool/NCBI

A ferramenta utilizada para comparar a similaridade das proteinas do parasito S.
mansoni com as proteinas de humanos e camundongos foi o programa de busca por
similaridade de sequéncias denominado BLAST (Basic Local Alingnment Search Tool)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). O BLAST €é uma marca registrada da
Biblioteca Nacional de Medicina dos Estados Unidos da América e é um algoritmo
otimizado para fazer alinhamentos locais entre sequéncias de nucleotideos ou
aminoacidos, procurando o maior grau de identidade ou similaridade respectivamente,
entre a sequéncia em estudo e sequéncias depositadas em um determinado banco de
dados (AltschuP et al., 1990). Os resultados dos alinhamentos gerados pelo BLAST séo
avaliados por dois valores de resposta: 0 “Escore” e 0 “E-value” (valor esperado). O
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“Escore” € um numero constituido pela soma dos pesos atribuidos ao pareamento entre
aminoacidos idénticos (maior peso), similares (peso intermediério) e diferentes (peso
negativo). Logo, quanto maior 0 “Escore”, maior a similaridade entre as sequéncias. Na
versdo atualizada do BLAST ainda considera-se na contabilizacdo do “Escore” a
presenca de “gaps”, que sdo espacos introduzidos no alinhamento para compensar
insercdes e delecBes de uma sequéncia relativa a outra. O “E-value” é um valor
calculado a partir do “Escore”, que fornece a nogdo de qual é a chance de se encontrar
um “Escore” maior ou igual ao do alinhamento considerado dentro do banco de dados
pesquisado ao acaso. Desta forma pode-se verificar que quanto maior o “Escore”
menor 0 “E-value”.

O programa utilizado foi BLASTP (comparacdo entre sequéncias de proteinas),

com valor de corte de E-value de 10,

4.1.7 Estratégia de selecdo de proteinas candidatas para o diagndstico da

esquistossomose

A estratégia utilizada por nosso grupo esta desenhada na préxima figura (Figura
2). Primeiramente foram selecionadas as proteinas que possuiam peptideo sinal
utilizando trés preditores: Sigcleave ou TargetP ou SignalP. As proteinas resultantes da
unido desses trés preditores foram avaliadas quanto a similaridade com proteinas
humanas e de camundongos considerando o escore mais alto do resultado. As proteinas
que possuiam mais de 60% de similaridade foram excluidas. Apds a realizacdo dessas
duas analises (peptideo sinal e analise de similaridade), os resultados foram avaliados
quanto a predicdo de presenca de epitopo linear de célula B utilizando trés preditores:
BepiPred, BCPred12 e AAP12, onde foram considerados epitopos aqueles que
apresentaram escores maiores que um. As proteinas que possuiam epitopos B lineares
preditos comuns a esses trés preditores foram selecionadas. Posteriormente, frente aos
resultados dessas trés analises (peptideo sinal, analise de similaridade e epitopo linear
de célula B), foram selecionadas apenas proteinas comuns que foram preditas com
localizacdo favoravel (dominio transmembrana, extracelular e secretada) utilizando dois
preditores: TMHMM e Sherloc2. Com os resultados desse conjunto de andlises
(presenca de peptideo sinal, baixa similaridade com proteinas humanas e de
camundongos, presenca de epitopos lineares de célula B e localiza¢do favordvel) foram
selecionadas as proteinas que possuiam epitopos de célula T preditos para ligarem em

47



Gardénia Braz Figueiredo de Carvalho Tese - Materiais e métodos

17, 16, 15, 14 ou 13 alelos de MHC classe Il utilizando o preditor NetMHCII. Os
estagios de vida do parasito presentes no hospedeiro definitivo foram definidos de
acordo com o objetivo da escolha da proteina. Primeiramente foram selecionadas
proteinas comuns aos estagios de esquistdssomulo (ES), esquistdssomulo pulmonar
(EP), verme adulto (VA) e ovo (OV). Outra analise foi realizada selecionando apenas
proteinas presentes nos trés estagios: esquistéssomulo (ES), esquistdssomulo pulmonar
(EP) e verme adulto (VA) para selecionar proteinas para serem utilizadas no controle de
cura da doenca apoOs tratamento quimioterapico, uma vez que ap0s o tratamento, 0
parasito é eliminado e o ovo persiste por um tempo maior, 0 que poderia estimular

resposta imunoldgica.
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Figura 2 - Workflow com delineamento da estratégia de selecdo in silico de
proteinas candidatas potenciais para o diagnostico da esquistosomose mansoni

4.1.8 Integracédo dos resultados obtidos atraves de banco de dados relacional

O MySQL, que é um sistema de gerenciamento de banco de dados (SGBD), que
utiliza a linguagem SQL (Structured Query Language) e como front-end o MySQL

Workbench (software) foi utilizado em nosso estudo. Com essa ferramenta foi possivel
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coletar, processar, organizar e armazenar todos os dados, facilitando acessos
diferenciados dependendo da estratégia utilizada. O banco de dados foi construido e
modelado de forma a possibilitar as buscas especificas necessarias para extracdo da

informacdo bioldgica de interesse.

4.1.9 Selecao de epitopos lineares de célula B para serem sintetizados

Devido a quantidade de proteinas selecionadas e diante da inviabilidade de
expressar todas elas, nosso grupo selecionou epitopos lineares de célula B das proteinas
selecionadas, segundo o estagio de vida do parasito no hospedeiro definitivo (ES, EP,
VA, OV) ou (ES, EP, VA) e com predigdo de se ligarem a um maior nimero de alelos,
para serem sintetizados e validar a estratégia de selecéo in silico utilizada.

Esses epitopos foram selecionados baseando-se na predicdo in silico dos
programas AAP12 (escore=1), BCPred12 (escore=1) e BepiPred (escore>=1,5), que
foram descritos por Resende et al (2012) como tendo o melhor desempenho para
predicdo de epitopos em proteinas de protozoarios parasitas. Primeiramente foi
realizada uma busca por epitopos lineares de células B preditos pelos trés programas
simultaneamente. Frente ao resultado dessa analise, caso nenhum epitopo fosse
encontrado, uma segunda busca foi realizada utilizando apenas os programas AAP12 e
BepiPred com os mesmos escores utilizados anteriormente. Ainda, caso nenhum
epitopo fosse encontrado, os escores foram alterados para 0,9 (AAP12) e >=1
(BepiPred). Também foi verificado se esses epitopos lineares de célula B preditos
estavam em regides de peptideo sinal, regido transmembrana e se possuiam semelhanca
com proteinas de humanos. Aqueles que apresentaram uma dessas caracteristicas foram
eliminados da selecéo.

Com os parametros citados acima, para cada proteina selecionada, varios
epitopos lineares de células B foram encontrados. Novamente, devido a inviabilidade
financeira de sintetizar todos eles, utilizamos outro parametro para escolher quais
peptideos seriam sintetizados. Para isso, submetemos os peptideos a predigdo de regides
intrinsecamente desordenadas (IDRs) e posteriormente avaliamos novamente a predicéo
de epitopos lineares de célula B com o programa BCPred12 com um escore minimo de
0,75; na mesma regido das predi¢cdes encontradas anteriormente pelos preditores AAP12

e BepiPred.
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Para realizacdo da predicdo de regides intrinsecamente desordenadas (IDRs), foi
utilizado o pipeline de analise computacional desenvolvido por Ruy et al (2014). Nesse
pipeline foram empregadas seis metodologias de predi¢do de desordem: DiSEMBL, que
implementa trés metodologias — Coils, Remark465 e Hot Loops, (Linding et al., 2003a),
GlobPipe (Linding et al., 2003b), IUPred (Dosztanyi et al., 2005) e VSL2B (Peng et al.,
2006).

Para cada proteina selecionada, apenas um epitopo linear de células B foi
escolhido para ser sintetizado. O peptideo Smp_136560(1564-1578) foi sintetizado pela
colaboradora Dra. Débora de Oliveira Lopes, da Universidade Federal de Sdo Jodo Del
Rei - MG (UFSJ). Para isso, foi utilizado o sintetizador PS3™ (Protein Technologies,
Inc), por meio da sintese quimica em fase sdlida (Merrifield, R. B, 1963), utilizando a
estratégia Fmoc (9-fluorenilmetiloxicarbonila) (Caprino e Han, 1972). Para a clivagem
do peptideo da resina e desprotecdo das cadeias laterais foram utilizadas duas diferentes
solucBes de clivagem de acordo com o0s aminoacidos e grupos protetores que compdem
o0 peptideo (Chan and White, 2000). A purificacdo do peptideo foi realizada através da
técnica de Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), sendo utilizado um
cromatografo Shimadzu Prominence. Os outros seis peptideos foram sintetizados pela
empresa FastBio (http://www.fastbio.com.br/).

Todos os peptideos sintetizados foram ressuspendidos em DMSO (sulfato de

dimetilo) na concentracdo de 1ug/uL, aliquotados e armazenados em freezer -70°C.

4.2 Obtencéo de soro de camundongos e de humanos

Uma vez que as proteinas e os epitopos de células B foram selecionados,
experimentos para obtencdo de soro de camundongos e de humanos foram realizados

para serem utilizados em ensaios de ELISA e Western blot.

4.2.1 Obtencao de soro de camundongos suicos infectados com S. mansoni

Camundongos suicos provenientes do biotério de produgdo do Centro de
Pesquisas René Rachou (CPgRR) foram divididos em dois grupos (G1 e G2). O grupo 1
(G1) foi composto de 50 camundongos e o grupo 2 (G2) de 80 camundongos, devido ao
maior tempo de infeccdo e maior probabilidade de morte dos animais. Todos 0s

camundongos foram infectados individualmente, por via subcutinea, com
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aproximadamente 25 cercarias da cepa LE. Antes da infeccdo, amostras de sangue de
ambos os grupos foram coletadas, pelo plexo retro-orbital, para obtencdo de soro
negativo (NEG). No grupo 1, o sangue foi coletado nos tempos 15, 30, 45, 60, 75, 90,
120 e 140 dias apos infeccdo (INF ou S. mansoni). No grupo 2 o sangue foi coletado 90
e 119 dias apos infeccdo. No dia 120 apos infeccdo, os camundongos foram pesados e
tratados com oxaminiquina (OXA) em dose Unica de 400mg/kg, por gavagem, sendo o
peso dos animais considerado individualmente. Foi realizada coleta de sangue desses
animais nos tempos 30, 60 e 90 dias apos tratamento (PT), ou seja, 150, 180 e 210 dias
apos infeccdo (Figura 3). O sangue coletado foi incubado por 3 horas a temperatura
ambiente e centrifugados a 20817g por 5 minutos. Os soros obtidos foram armazenados
em microtubos identificados e congelados a -20°C até sua utilizacdo. No fim do
experimento, todos os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical para
perfusdo do sistema porta. A perfusdo dos camundongos foi realizada individualmente,
segundo a técnica descrita por Pellegrino e Siqueira (1956). Os parasitos foram

coletados e contados com auxilio de lupa, discriminando-se machos e fémeas.
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Figura 3 - Protocolo de experimentacdo de camundongos suicos para infecgéo,
obtencéo de soro, tratamento e perfuséo
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4.2.2 Obtencéo de soro de camundongos infectados com outros helmintos

Adicionalmente, soro de 10 camundongos BALB/c e 8 camundongos C57BL/6,
provenientes da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), infectados com outros
helmintos, foram utilizados nos experimentos.

Vermes adultos dos parasitos Ascaris suum foram coletados de suinos abatidos
em um matadouro de Belo Horizonte (Minas Gerais, Brasil), mantidos em agua e
levados ao Laboratdrio de Imunologia e Genémica de Parasitas na Universidade Federal
de Minas Gerais. Os camundongos BALB/c foram infectados com 2500 ovos de Ascaris
suum, embrionados por aproximadamente 100 dias em cultura de H2S04 0.2M, por via
oral, com o auxilio de uma agulha de gavagem.

Ja os camundongos C57BL/6 foram infectados com 100 larvas L3 de
Ancylostoma ceylanicum também por via oral com o auxilio de uma agulha de gavagem.
Para manutencdo da cepa de A. ceylanicum foram utilizados hamsters (Mesocricetus
auratus), fémeas ou machos, de 4 a 6 semanas de idade, provenientes do Biotério de
Reproducdo do Departamento de Parasitologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Minas Gerais (ICB/UFMG) e mantidos no Biotério do
Departamento de Parasitologia do ICB/UFMG. Os animais foram submetidos
previamente ao tratamento oral com 4mg/kg de ivermectina (Chemitec Agro, Brasil) por
sete dias consecutivos (Klement et al., 1996). Larvas de terceiro estadio (L3) de A.
ceylanicum foram isoladas 28 dias ap6s inoculo que foi realizado por via oral com 50
larvas. Resumidamente, apds contagem do numero de ovos por grama de fezes (OPG)
pela técnica de McMaster (Gordon & Whitlock, 1939), as fezes foram misturadas em
vermiculita e levadas a coprocultura. Esta foi realizada sob incubacdo a 26°C durante
sete dias, quando entdo, foi realizada a técnica de Baermann Moraes modificado

(Barcante et al., 2003) para recuperacéo das larvas infectantes.

4.2.3 Obtencéo de soro de humanos

Para os ensaios de ELISA com as proteinas recombinantes foram utilizados soro
de quarenta individuos (feminino/masculino: 18/22) provenientes de uma area endémica
de baixa intensidade de infeccdo para S. mansoni (Pedra Preta, Minas Gerais, Brasil).
Para proteina recombinante Sm200(1069-1520) foram utilizados 15 soros de doadores
saudaveis (HD) (feminino/masculino: 08/07) e para proteina recombinante SmVal7, 20
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soros de doadores saudaveis (HD) (feminino/masculino: 09/11), ambos néo residentes
em areas endémicas para esquistossomose.

Amostras de fezes de cada individuo residente em area endémica foram
avaliadas por Kato-Katz e TF-Teste® para verificar o estado da infeccdo. Um total de
18 laminas de 4 amostras de fezes (12 laminas — 12 amostra e 2 laminas da 2% a 42
amostra) de cada individuo foram avaliadas por Kato-Katz e trés amostras de 5009 de
fezes também foram avaliadas por TF-Teste®. Os individuos infectados (INF)
(feminino/masculino: 10/10) apresentaram exame de fezes positivo para um dos testes
realizados com carga parasitaria variando de 1 a 36 OPG (ovos por grama de fezes).
Individuos negativos de area endémica (NEG) (feminino/masculino: 8/12) apresentaram
resultados negativos em ambos os testes. Os individuos positivos foram tratados com
uma dose oral Unica de praziquantel (50mg/kg para adultos) conforme recomendacéo do
Ministério da Saude.

Adicionalmente, para os ensaios de ELISA com os peptideos sintéticos foram
utilizados soro de cinquenta e um individuos de area endémica, sendo 26 individuos
infectados (INF) (feminino/masculino: 13/13) e 25 individuos negativos (NEG)
(feminino/masculino: 7/18). Também foram utilizados 13 soros de doadores saudaveis
(feminino/masculino: 06/07) (HD), todos com a mesma procedéncia citada acima.

Entretanto, em relacdo aos soros de individuos de area endémica, utilizados para
0s ensaios de ELISA com os peptidios sintéticos, as amostras de fezes correspondentes
a esses soros, também foram analisadas por PCR-ELISA conforme descrito por Siqueira
et al, (2015), sendo mais um critério para discriminar individuos infectados e nao
infectados. O ensaio de PCR-ELISA foi realizado com 500mg de fezes da primeira
amostra e para a extraccao de DNA dessa amostra de fezes, utilizou-se um kit comercial
QlAamp DNA Fezes Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Alemanha), de acordo com
recomendacdes do fabricante e seguindo os protocolos, tal como descrito por Gomes et
al. (2010).

Também foram utilizado soros de individuos infectados que foram tratados.
Esses soros foram coletados 30 e 180 dias ap0s tratamento (INF/DT), sendo 17 soros de
individuos que foram coletados 30 dias ap06s tratamento e 9 soros de individuos que

foram coletados 180 dias apds tratamento.
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4.3 Consideragdes Eticas

Todos os procedimentos realizados com o0s animais experimentais foram
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Fundacdo Oswaldo Cruz
(CEUA/FIOCRUZ) sob o niimero de licenca LW-25/10 e pelo Comité de Etica em
Experimentagdo Animal (CETEA) da UFMG (protocolo 45/2012).

O uso de soro de individuos residentes da &rea endémica para esquistossomose
de Pedra Preta/MG foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa envolvendo Seres
Humanos do Centro de Pesquisas René Rachou — Fiocruz (CEPSH/CPgRR 03/2008) e
pelo Conselho Nacional de Etica em Pesquisa (784/2008, CONEP14886). O uso de soro
de doadores saudaveis foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa envolvendo
Seres Humanos do Centro de Pesquisas René Rachou — Fiocruz (CEPSH/CPgRR
03/2008: 105/2004-OF.215-TEC) e pelo Conselho Nacional de Etica em Pesquisa
(784/2008, CONEP14886). Antes da realizacdo da coleta de sangue, todos os doadores

foram informados dos objetivos do estudo e assinaram um termo de consentimento.

4.4 Peptideos sintéticos

4.4.1 ELISA - Peptideos sintéticos

Os ensaios de ELISA foram realizados em placas de fundo chato (maxisorp
NUNCg), utilizando-se os peptideos sintéticos frente a soro de individuos saudaveis nao
moradores de area endémica para esquistossomose (HD), moradores de area endémica
com exame de fezes negativo para presenca de ovos (NEG), positivos para presenca de
ovos antes do tratamento (INF) e apds o tratamento (DPT).

Para padronizagdo dos ensaios de ELISA com soro de individuos foram
utilizados 1pg/mL ou 2upg/mL dos peptideos sintéticos, diluicdes de pool de soro
iniciando-se em 1:20 até 1:1280 e conjugado anti-lIgG humano-HRP 1:60000.

Ap0s a padronizacgdo, as placas foram sensibilizadas com 100uL/poco de tampé&o
carbonato bicarbonato 0,05M, pH 9,6 contendo o antigeno na concentracdo 1 ou
2ug/mL (Tabela 1) e incubadas por aproximadamente 16 horas a 4°C. Para remover as
proteinas ndo ligadas, as placas foram lavadas 3X com PBS 150mM contendo 0.05% de
Tween 20 (PBSTween) e bloqueadas com PBS tweeny + 10% de soro fetal bovino por
2 horas a 37°C. Os soros de individuos foram diluidos 1:40 [Smp_126160(438-452) e
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Smp_180240(339-353)]; 1:80 [(Smp_136550(1564 1578) e Smp_141860(1694-1709)];
1:160 [(Smp_093840(219-233) e Smp_167240(213-228)] e 1:320
[(Smp_150390.1(216-230) ] por 2 horas a 37°C e posteriormente lavadas trés vezes com
PBSTween. Como anticorpo secundario foi utilizado o anticorpo anti-lgG de humano
conjugado a peroxidase (Sigma) na diluicdo 1:60000, por uma hora a temperatura
ambiente. Apés trés lavagens, a reagdo foi revelada por 10 minutos com 100uL
tetrametilbenzidina (TMB) e interrompida com 50uL de &cido sulfurico 4N. A
densidade otica foi entdo determinada em leitor automatico de ELISA (Multiskan -

Thermo Scientific), utilizando-se filtro de comprimento de onda de 450nm.

Tabela 1 - EspecificacBes da concentragdo dos peptideos sintéticos e diluicdo dos
soros de individuos utilizados nos ensaios de ELISA

Peptideo sintético Concentracdo  Diluicdo do soro
(posic¢do inicial e final) (Mg/mL) de individuos
Smp_136560 (1564-1578) 1 1:80

Smp_141860 (1694-1709) 2 1:80
Smp_093840(219-233) 2 1:160
Smp_126160(438-452) 1 1:40
Smp_150390.1(216-230) 1 1:320
Smp_167240(213 -228) 1 1:160
Smp_180240(495-509) 1 1:40

4.5 Predicdo de epitopos lineares de célula B para proteina recombinante
Sm200(1069-1520)

A predigdo de epitopos lineares de célula B foi realizada utilizando toda a
sequéncia da proteina Sm200 obtida do Gene Bank — Acesso numero: gi501208. O
preditor usado foi o BCPREDS: B-cell epitope prediction Server version 1.0 on line
acessado em agosto de 2012 (http://ailab.cs.iastate.edu/bcpreds/predict.html). O
tamanho para o epitopo predito utilizado foi de 22 mer e a especificidade de 75%.
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4.6 Obtencao das proteinas recombinantes

4.6.1 Sm200(1069-1520) recombinante

O RNA total foi extraido de vermes adultos do S. mansoni e 0 RNA mensageiro
purificado segundo manual do fabricante utilizando-se o kit Qiagen RNeasy (Qiagen). A
partir do mRNA foi obtido o DNA complementar (cDNA) através de RT-PCR. De
posse do cDNA foi realizado a amplificacdo do fragmento que codifica uma porcéo do
gene da Sm200 compreendida entre os nucleotideos 3224 a 4557. Para a realizacdo da
PCR foram utilizados 0s seguintes iniciadores: 5’-
CCGGGATCCGTTATTTACACAGAAGATTTC-3’ e
5’CCCGTCGACTGGTATGCTATCGTTAGTTG-3". Os produtos amplificados foram
purificados utilizando o kit de extracdo de gel Quiaex Il (Qiagen) e clonados no vetor
pPGEM usando o kit pPGEM-T easy (Promega). Posteriormente, a construcgéo foi digerida
utilizando as endonucleases de restricdo BamHI e Sall (Biolabs) e o inserto subclonado
no vetor de expressdo bacteriano pET28 (Novagen) nos sitios de clonagem BamHI e
Sall. As novas construcbes foram utilizadas para transformar Escherichia coli
BL21(DE3) e os clones contendo inserto foram selecionados. A presenca do gene e a
sua correta insercdo no plasmideo foram confirmadas por sequenciamento.

Para obtencdo da Sm200(1069-1520) recombinante, um litro de cultura de
Escherichia coli contendo a construcdo foi mantida a 37° C até obtengéo, na DOggo de
absorbéancia de 0,5 e 0,8. Esta cultura foi entdo induzida por 4 horas a 37°C com 1mM
de IPTG, para expressdao da proteina recombinante Sm200(1069-1520). Apds este
periodo, as células provenientes de 1 litro de cultura foram centrifugadas a 4000g e
ressuspensas em 50mL de solugdo de lise (12,5mM Na;HPO4, 12,5mM de NaH;PO,,
0,5M NaCl, 40mM imidazol). Estas celulas foram lisadas por trés ciclos de sonicagédo
(pulsos de 30 segundos cada) a uma amplitude de 30% e centrifugadas novamente por
20 minutos, 4°C, a 4000g. A Sm200(1069-1520) recombinante foi recuperada como
corpos de inclusédo que foram ressuspensos em 50mL de tampéo de lise com ureia (8M
ureia). Em seguida, a purificagdo foi feita em coluna de niquel através de cromatdgrafo
FPLC (fast protein liquid chromatography) multidimensional AKTA Prime® (GE
Healthcare), em condicdes desnaturantes. A renaturacdo foi realizada por dialise contra

10 litros de tampdo PBS, utilizando membrana porosa de 3kDa (Spectrum Medical
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Industries). A proteina recombinante purificada foi dosada pelo método de Bradford
(1976).

4.6.2 SmVal7 recombinante

Os clones em meio STAB de bactérias BL21 DE3 transformadas com pAE-
VALY foram cedidos pelo Dr. Leonardo Farias do Instituto Butantd — SP. Estes clones
foram plaqueados em meio LB &gar com ampicilina e mantidos em estufa 37°C por 16
horas. Apos o crescimento, uma das coldnias foi adicionada em 10mL meio LB com
ampicilina e incubado em shaker a 30°C sob agitacdo por 16 horas. No dia posterior,
3mL do pré-inoculo foram adicionados em 300mL de meio LB com antibi6tico a 30°C,
sob agitacdo até obtengédo, na DOgg de absorbancia de 0,5 a 0,8. Esta cultura foi entéo
induzida por 3 horas a 30°C com 1mM de IPTG, para expressdao da proteina
recombinante SmVal7. Apos este periodo, as células provenientes de 300mL de cultura
foram centrifugadas a 4000g por 25 minutos e o pellet ressuspendido em 30mL de
tampdo salina fosfato contendo 0,015g de lisosima. Estas células foram lisadas por
congelamento (-70°C) e descongelamento (37°C) por 3x e submetidas a 3 ciclos de
sonicacgdo (pulsos de 30 segundos cada) a uma amplitude de 30%. Apds a lise, foram
centrifugadas novamente por 20 minutos, 4°C, a 4000g. A SmVal7 recombinante foi
recuperada como corpos de inclusdo que foram lavados por 2 vezes com 20mL de
tampdo de lise (10mM NaHPO, 10mM NaH,PO,4, 0.5M NaCl, 10mM imidazol)
acrescentado de triton (2%) e ureia (2M) e posteriormente uma vez com apenas tampéao
de lise, sendo centrifugados a 4000g, 20min, 4°C, ap6s cada lavagem. Apds a lavagem
dos corpusculos de inclusdo, foram ressuspendidas em 20mL de tampéo de lise com 6M
guanidina. A rSmVal7 foi purificada por cromatografia de afinidade, em coluna de
niquel (GE, Healthcare), sob condi¢des desnaturantes, utilizando o equipamento AKTA
(GE, Healthcare). Apos purificacdo, a proteina foi dialisada contra solugdo de tampéao
PBS a 4°C, overnight, para sua renaturagdo. Em seguida, o pellet foi ressuspenso em 2%
de SDS em um menor volume possivel. Para a confirmagdo da expressdo da proteina,
um gel de poliacrilamida a 15% foi realizado e corado por coomassie blue.

A proteina recombinante foi dosada utilizando um biofotémetro (BioRad). Em
uma cubeta adicionou-se 50uL da proteina e o equipamento foi ajustado para dosagem
de proteina - 280nm. Os calculos para determinar a dosagem foram feitos baseando-se
no valor de absorbancia que corresponde a 1ug/pL de proteina e o coeficiente de
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extincdo molar. Esses valores foram preditos pelo ProtParam do ExPASy - ProtParam
tool (http://web.expasy.org/protparam/) acessado em 27 de agosto de 2013, onde foi
inserida a sequéncia da proteina e o valor de absorbancia e o coeficiente de extingdo
molar foram entdo calculados. Com esses valores, faz-se uma regra de trés simples
baseando-se na informacdo que 1pg/pL da proteina corresponde ao valor de

absorbancia e o coeficiente de extin¢do corresponde ao valor da dosagem requerida.

4.7 Western blot Sm200(1069-1520)

A proteina Sm200(1069-1520) recombinante e os padrdes de peso molecular
(Pageruler prestained protein ladder - Thermo Scientific e Broad range protein marker -
BioRad) foram separados em dois géis desnaturante de poliacrilamida de 10% e 12%
por eletroforese (Laemmli, 1970). A partir de cada gel, as proteinas foram transferidas
separadamente para uma membrana de nitrocelulose (Amersham Biosciences) como
previamente descrito (Towbin et al., 1979). As membranas de nitrocelulose foram
bloqueadas com 5% de leite em p6 desnatado a 4°C por 16 horas. Uma das membranas
foi incubada com anticorpo anti-his (GE) na diluicdo de 1:2000 por uma hora,
temperatura ambiente. A outra membrana foi incubada com pool de soro de diferentes
camundongos suigos com 15, 30, 45 e 90 dias pés-infec¢do, na diluicdo 1:20 durante 1
hora a temperatura ambiente. Ap0s a reacdo com 0 anticorpo primario, as membranas
foram lavadas trés vezes com TBST (0.5M NaCl-0.02M Tris [pH 7.5], 0.05 % Tween
20) e incubadas por 1 hora a temperatura ambiente com anti-lgG de camundongo
conjugado a fosfatase alcalina na diluicdo 1:2000 (Sigma Aldrich) ou 1:4000 (Southern
Biotech), ambos diluidos em TBST contendo 3% de leite em pd desnatado. Apods trés
lavagens com TBST, as membranas foram reveladas com nitro azul tetrazélio (NBT) e
5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato (BCIP) (BioRad).

4.8 ELISA-rSm200(1069-1520)

O ensaio de ELISA foi primeiramente padronizado utilizando 1, 3 ou 5ug/mL do
antigeno recombinante Sm200(1069-1520) incubados com pool de soro de
camundongos (suigos ndo infectados - NEG), infectados - S. mansoni ou infectados e
tratados PT, soro de camundongos BALB/c infectados com Ascaris suun e C57BL/6
infectados com Ancylostoma ceylanicum) e soro de individuos (saudaveis nao
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moradores de area endémica para esquistossomose - HD, moradores de area endémica
com exame de fezes negativo para presenca de ovos - NEG, positivos para presenca de
ovos - INF) em diluicdo seriada em PBST iniciando-se em 1:10 e terminando em
1:10240. A diluicdo do conjugado em PBST foi avaliada na diluicdo de 1:5000 e
1:10000 (anti-mouse IgG-HRP) ou 1:30000 e 1:60000 (anti-human 1gG-HP).

Apo0s padronizacdo, o ensaio foi realizado em placas de fundo chato (maxisorp
NUNCge) que foram sensibilizadas com 100uL/poco de tampéo carbonato bicarbonato
0,06M, pH 9,6 contendo o antigeno na concentracdo 5ug/mL, e incubadas por
aproximadamente 16 horas a 4°C. Para remover as proteinas ndo ligadas, as placas
foram lavadas trés vezes com PBS 150mM contendo 0.05% de Tween 20 (PBS Tween)
e bloqueadas com PBST e 3% de leite em pd desnatado por aproximadamente 16 horas
a 4°C. Os soros obtidos de animais foram diluidos 1:40 em PBST e soros de individuos
foram diluidos 1:100 em PBST. Esses soros foram adicionados (100uL/pogo) as placas
e incubados por aproximadamente 16 horas a 4°C. Ap6s a lavagem das placas (3X), foi
utilizado como anticorpo secundario o anti-lgG de camundongo conjugado a peroxidase
(SouthernBiotec) na diluicdo 1:10000 em PBST ou anticorpo anti-lgG de humano
conjugado a peroxidase (Sigma Aldrich) na diluicdo 1:60000 em PBST por uma hora a
temperatura ambiente. Apds trés lavagens, a reacao foi revelada por 15 minutos com
100uL de substrato liquido 3, 3',5, 5'-tetrametilbenzidina (TMB/Sigma). A reacdo foi
interrompida com 50uL de &cido sulfarico 4N e a densidade Otica foi entdo determinada
em leitor automatico de ELISA (BioRad), utilizando-se filtro de comprimento de onda
de 450nm.

4.9 ELISA-rSmVal7

O ensaio de ELISA foi realizado em placas de fundo chato (maxisorp NUNCg),
utilizando-se o antigeno recombinante SmVal7 frente a soro de camundongos suicos
infectados (S. mansoni), nédo infectados (NEG) ou infectados e tratados (PT) e soro de
individuos saudaveis ndo moradores de area endémica para esquistossomose (HD),
moradores de area endémica com exame de fezes negativo para presenca de ovos
(NEG) e positivos para presenca de ovos (INF). Para padronizagéo do ensaio de ELISA
foram utilizadas concentracOes variadas do antigeno, de soro e conjugado.

Para padronizagcdo dos ensaios de ELISA com soro de camundongos foram
utilizados 1, 3 ou 5ug/mL da proteina recombinante, diluicdes de pool de soro
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iniciando-se em 1:20 até 1:20480 e duas dilui¢cBes de conjugado (1:5000 e 1:10000). As
etapas de sensibilizacdo com a proteina recombinante, bloqueio com PBS tweeny, + 3%
de leite em p6 e com soro foram deixadas por 16 horas a 4°C. O conjugado foi incubado
por uma hora em temperatura ambiente.

Para padronizacao dos ensaios de ELISA com soro de individuos também foram
utilizados 1, 3 ou 5ug/mL da proteina recombinante, diluicdes de pool de soro
iniciando-se em 1:20 até 1:20480 e conjugado 1:30000. As etapas de sensibilizagcdo com
a proteina recombinante e bloqueio com PBS tweeny, + 10% de soro fetal bovino foram
incubadas por 16 horas a 4°C. A etapa com pool de soro foi incubada por duas horas a
temperatura ambiente e o conjugado por uma hora temperatura ambiente.

Ap0s a padronizacdo, as placas foram sensibilizadas com 100uL/poco de tampéo
carbonato bicarbonato 0,05M, pH 9,6 contendo o antigeno na concentracdo 1upg/mL
(ensaio com soro de camundongos) ou 3ug/mL (ensaio com soro de humanos), e
incubadas por aproximadamente 16 horas a 4°C. Para remover as proteinas néo ligadas,
as placas foram lavadas 3X com PBS 150mM contendo 0.05% de Tween 20
(PBSTween) e bloqueadas conforme descrito acima por 16 horas a 4°C.

Os soros obtidos dos animais foram diluidos (1:40) em PBS Tween, adicionados
(100uL/pogo) as placas e incubados por 16 horas a 4°C. Apds trés lavagens, foi
adicionado o anticorpo secundario anti-lgG de camundongo conjugado a peroxidase
(SouthernBiotec) na diluicdo 1:10000 e incubado por uma hora, em temperatura
ambiente. Os soros de individuos foram diluidos (1:100) em PBS Tween adicionados
(100uL/pogo) as placas e incubados por duas horas, temperatura ambiente. Como
anticorpo secundario, apds trés lavagens, foi utilizado o anticorpo anti-lgG de humano
conjugado a peroxidase (Sigma) na diluicdo 1:30000 e incubado por uma hora, em
temperatura ambiente. Em ambas as placas, ap6s novas lavagens (3X), a reacdo foi
revelada por 10 minutos com 100uL de TMB. A reacdo foi interrompida com 50uL de
acido sulfurico 4N. A densidade otica foi entdo determinada em leitor automatico de
ELISA (BioRad), utilzando-se filtro de comprimento de onda de 450nm.

4.10 Andlise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 4.0
(San Diego, Ca, USA). Os resultados que apresentaram distribuicdo normal foram

analisados utilizando andlise de variancia, seguida dos testes de comparagdes multiplas
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de Tukey, quando as comparacfes envolveram mais de duas varidveis. O teste t de
student foi empregado quando comparadas somente duas varidveis. Os resultados que
ndo apresentaram distribuicdo normal foram analisados através do teste ndo paramétrico
Kruskall-Wallis, seguido pelo teste de comparacdes multiplas de Dunn’s, quando as
comparagOes envolveram mais de duas variaveis. O teste Mann-Whitney foi empregado
quando comparadas somente duas variaveis.

O ponto de corte para discriminacdo entre os resultados positivos e negativos foi
determinado utilizando o Software GraphPad Prism 4.0 (San Diego, Ca, USA) através
das Curvas de Caracteristicas de Operacdo do Receptor (Curvas ROC - Receiver
Operating Characteristic), utilizando os valores de absorbancia dos individuos
positivos e doadores saudaveis, que permite estudar a variacdo da sensibilidade e
especificidade para diferentes valores de corte.

A correlacdo entre as absorbancias nos ensaios de ELISA (Smp_150390.1(216-
230), rSm200(1069-1520) e rSmVal7) com a carga parasitaria foi analisada usando
teste de Spearman.
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5 RESULTADOS

5.1 Andlises in silico

5.1.1 Modelagem do banco de dados

Primeiramente foram estabelecidos padrdes de armazenamento utilizando chaves
primarias e chaves estrangeiras para criacdo das tabelas. Em seguida, todas as
sequéncias de proteinas do S. mansoni foram submetidas a analises dos preditores e
programas estabelecidos. Uma vez que os resultados foram gerados, esses foram
inseridos no banco de dados através de parseadores.

A chave primaria é formada por um unico campo da tabela, que correspondeu ao
identificador (id) de cada proteina presente no proteoma do parasito utilizado. Esse
campo ndo pode ter dois ou mais registros de mesmo valor e também ndo pode conter
nenhum registro nulo. Ao criar uma chave primaria, cria-se automaticamente um indice
que serd um referencial para todas as analises feitas no banco.

A chave estrangeira refere-se ao tipo de relacionamento entre tabelas distintas no
banco de dados, ou seja, quando ha relacionamento entre tabelas. Essa chave sempre
aponta para a chave primaria, garantindo a integridade dos dados referenciais, uma vez
que apenas serdo permitidos valores que estdo na base de dados. Para cada preditor
utilizado foi estabelecida uma tabela com chave estrangeira que esta diretamente
relacionada a chave primaria da tabela proteoma. A representacdo grafica do modelo
relacional do banco de dados esta representada na proxima figura (Figura 4).
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| BepiPred

pa_start INT(11)
ps_end INT(11)
tm_pep INT(11)
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—] BCPred12 v
id_protein VARCHAR(20)
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nm_DB VARCHAR20)
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vl_score FLOAT
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Figura 4 - Diagrama de entidades e relacdes
Representacdo grafica do modelo do Banco de Dados relacional construido para
analises das proteinas do S. mansoni. Cada tabela representa as analises e parametros de
cada programa ou preditor utilizado e estdo ligadas a uma tabela principal que contém o
proteoma do S. mansoni.
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>

64




Gardénia Braz Figueiredo de Carvalho Tese - Resultados

5.1.2 Proteinas selecionadas

Conforme a estratégia de selecdo detalhada anteriormente, foram selecionadas
proteinas baseando-se nos critérios estabelecidos. A anélise iniciou-se com um numero
de 13.273 sequéncias de proteinas. Com o primeiro critério, que foi a predicdo de
peptideo sinal presente nos resultados de qualquer um dos trés preditores, para ndo
restringir a predicédo inicial, 5.058 sequéncias foram selecionadas. Posteriormente, foi
verificada a similaridade das proteinas do parasito com proteinas humanas e de
camundongos, e aquelas que apresentaram menos que 60% de similaridade foram
selecionadas, permanecendo entdo, 4391 proteinas. A predicdo de presenca de epitopos
de células B reduziu a selecdo para 1.137 proteinas, uma vez que essas sequéncias
deveriam estar presentes nos resultados dos trés preditores utilizados. O mesmo critério
foi utilizado para predicdo de localizacdo subcelular, onde as proteinas selecionadas
deveriam estar preditas com localizacdo favoravel pelos dois preditores de localizacao.
Entdo, de 1.137 sequéncias de proteinas selecionadas anteriormente, apenas 392 foram
selecionadas. A predicdo de epitopos de células T iniciou-se com predi¢do para ligacdo
a 17 alelos de MHCII, sendo trés de camundongos e 14 de humanos. Com a analise
inicial restringindo a predicéo de ligacdo a 17 alelos, nenhuma proteina foi encontrada.
Com predicdo de ligacdo a 16 alelos de MHCII, cinco proteinas foram selecionadas;
com predicdo de ligacdo a 15 alelos, 72 proteinas foram selecionadas; com 14 alelos,
186 proteinas foram selecionadas e com 13 alelos, 281 proteinas foram selecionadas. O
critério seguinte foi predicdo de expressdo no estagio de vida do parasito dentro do
hospedeiro definitivo. Primeiramente foram selecionadas as sequéncias comuns
expressas nos estagios de: esquistossébmulo (ES), esquistossémulo pulmonar (EP),
verme adulto (VA) e ovo (OV). Associando esse critério com as predi¢Bes anteriores,
ndo foram encontradas proteinas com predicéo de ligacdo a 17 alelos de MHC. Com 16
alelos, foram selecionadas duas proteinas; com 15 alelos, oito proteinas; com 14 alelos,
14 proteinas e com 13 alelos, 10 proteinas. O outro critério utilizado baseou-se também
na expressao da proteina em diferentes estagios de vida do parasito no hospedeiro
definitivo, entretanto, o estagio de ovo foi excluido, com o objetivo de selecionar
proteinas que sejam potenciais para o diagnostico de cura. Com predicdo de ligacdo a
17, 16 e 15 alelos de MHCII nao foram encontradas proteinas. Com predicgéo de ligacao
a 14 alelos, foram selecionadas 5 proteinas, e com 13 alelos, apenas uma proteina. Estes
resultados estdo representados de forma esquematica na proxima figura (Figura 5).
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Proteinas do S. mansoni 13.273 proteinas

l

Peptideo sinal
Sigcleave ou TargetP ou SignalP

l

Menos de 60% de similaridade com

proteinas de humano e de camundongo [ 4:391 proteinas
BLAST

l

Epitopos lineares de célula B
BepiPred /BCPred/ AAP12

l

Localizagao subcelular

Dominio transmembrana e secretada ||
TMHMM / Sherloc

5.058 proteinas

1.137 proteinas

392 proteinas

l 17 alelos - 0 proteinas
16 alelos - 5 proteinas
— 15 alelos - 72 proteinas
14 alelos - 186 proteinas
l 13 alelos - 281 proteinas

Epitopos lineares de células T
NetMHCII

Estagio de vida do parasito

presente no hosp. definitivo

5 | | 17 alelos - 0 proteinas
17 alelos - 0 prote’lnas esquistéssomulo esquistdssomulo 16 alelos - 0 proteinas
16 alelos - 2 prote{nas esquis. pulmonar esquis. pu|monar — 15 alelos- 0 proteinas
15 alelos - 8 proteinas =~ uko verme adulto 14 alelos - 5 proteinas
14 alelos - 14 proteinas - 13 alelos - 1 proteina
13 alelos - 10 proteinas

Figura 5 - Workflow com delineamento da estratégia de selecdo in silico de
proteinas candidatas potenciais para o diagndstico da esquistosomose mansoni com
namero de sequéncias selecionadas em cada etapa
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As proteinas que atenderam a todos os critérios de selecdo e passaram por todas
as predicdes estdo listadas nas proximas tabelas (Tabelas 1 e 2) segundo critérios de
expressdo em diferentes estagios de vida do parasito no hospedeiro definitivo e predicéo

de ligacdo a diferentes alelos de MHCII.
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5.1.3 Epitopos lineares de célula B

Dentre as proteinas identificadas, realizamos predicdo de epitopos lineares de
célula B naquelas proteinas que havia predicdo de ligacdo a um maior nimero de
moléculas de MHCII (16 alelos para as proteinas expressas em todos os estagios do
ciclo de vida do parasito no hospedeiro definitivo e 14 alelos para as proteinas que nao
eram expressas no ovo).

Segundo descrito na metodologia, apenas um epitopo linear de célula B de cada

proteina foi sintetizado como peptideo sintético. Eles estdo listados abaixo (Tabela 3).

Tabela 4 - Peptideos sintetizados apds a predicdo de epitopos lineares de células B
e predicao de regides intrinsecamente desordenadas (IDRS)

Nome

sistematico Sequéncia Est4dio Grau de ( Io[;iRgo Preditores de
(posicao g pureza (%) . . posica IDRs
.\ . inicial e final)
inicial e final)
Smp_136560 REMA465, GlobPipe
ITEGNNSREGNSEKV ES, EP,VAe OV 60,1 1501-1658
(1564-1578) e IUPred
Smp_141860 REMA465, GlobPipe,
NHSMDKDDDDFSDIDK ES,EP,VAe OV 95,31 1693-1793
(1694-1709) IUPred e VSL2B
Smp_093840 REM465, GlobPipe
TTTNKDDTQINSAPS ES, EP eVA 96,69 182-239
(219-233) e IUPred
Smp_126160
LVTPESKYYSSLPGN ES, EP eVA 95,97 - -
(438-452)
Smp_150390.1
SLPSNAHNNDNNSSD ES, EP eVA 95,55 - -
(216-230)
Smp_167240
QCDLDTQWNPAGTEYS ES, EP eVA 97,74 - -
(213 -228)
Smp_180240
RDWPTTLTGAGGSTT ES, EP eVA 97,67 - -
(339-353)
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5.2 Experimentos com camundongos e humanos

5.2.1 Recuperacdo de vermes dos camundongos suicos infectados com S. mansoni

Os camundongos suicos dos grupos G1 e G2, infectados com aproximadamente
25 cercarias da cepa LE, foram perfundidos individualmente segundo a técnica descrita
por Pellegrino e Siqueira (1956).

O grupo G1, composto de 50 camundongos, nos quais nao receberam
tratamento, foi perfundido apds 140 dias de infeccdo para confirmar a mesma.
Entretanto, apenas 33 animais permaneceram até o tempo de serem perfundidos (Tabela
4).

Tabela 5 - NUumero de vermes recuperados apos perfusdo dos camundongos suigos
do grupol (G1l)

Gl
Camundongo  N°de vermes N°de vermes NO total de vermes
fémea macho
1 4 6 10
2 6 6 12
3 4 4 8
4 3 3 6
5 2 2 4
6 4 7 11
7 3 5 8
8 5 6 11
9 2 5 7
10 5 4 9
11 3 5 8
12 3 4 7
13 3 6 9
14 6 5 11
15 4 4 8
16 6 5 11
17 5 4 9
18 4 5 9
19 4 4 8
20 5 6 11
21 5 4 9
22 4 5 9
23 5 5 10
24 2 6 8
25 8 4 12
26 5 3 8
27 4 5 9
28 3 7 10
29 2 8 10
30 8 4 12
31 3 9 12
32 5 4 9
33 4 2 6 3
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Os camundongos do grupo 2 (G2) (80 animais) foram tratados 120 dias ap0ds
infecgdo e a perfusdo foi realizada 90 dias ap0s o tratamento para confirmar se 0 mesmo
foi eficiente. Apds a perfusdo dos 29 camundongos que permaneceram Vvivos, nenhum

verme foi encontrado.

5.2.2 Resultado dos exames de fezes dos individuos de area endémica para

esquistossomose mansoni

Os soros utilizados nos ensaios de ELISA provenientes de uma area endémica de
baixa intensidade de infeccdo para S. mansoni (Pedra Preta, Minas Gerais, Brasil) foram
coletados e discriminados entre negativos e infectados segundo os exames realizados
nas fezes coletadas. Amostras de fezes de cada individuo foram avaliadas por Kato-
Katz, TF-Teste® e posteriormente por PCR-ELISA conforme descrito na metodologia.
Na tabela abaixo estdo os resultados de cada teste correspondente aos soros de
individuos positivos utilizados nos ensaios de ELISA com o0s peptideos sintéticos (26
soros) e as proteinas recombinantes (20 soros) (Tabela 5). Alguns desses soros foram
utilizados tanto para os ensaios de ELISA com os peptidios sintéticos (soro 10 ao 35),

quanto para as proteinas recombinantes (soro 1 ao 20).
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Tabela 6 - Resultado dos exames de fezes positivos dos individuos de &rea
endémica de baixa intensidade de infeccdo para S. mansoni

Soros  Kato-katz Kato-katz TF-teste® PCR-ELISA
2 laminas 18 laminas
1 negativo negativo positivo positivo
2 negativo negativo positivo negativo
3 negativo negativo positivo negativo
4 negativo negativo positivo negativo
5 positivo positivo positivo positivo
6 negativo negativo positivo negativo
7 negativo negativo positivo negativo
8 negativo negativo positivo negativo
9 positivo positivo positivo negativo
10 positivo positivo positivo positivo
11 negativo negativo positivo negativo
12 negativo positivo positivo positivo
13 negativo positivo positivo positivo
14 positivo positivo positivo positivo
15 negativo positivo positivo negativo
16 positivo positivo positivo positivo
17 positivo positivo positivo negativo
18 negativo negativo positivo negativo
19 negativo negativo positivo positivo
20 negativo negativo positivo positivo
21 positivo positivo negativo negativo
22 positivo positivo negativo negativo
23 negativo negativo negativo positivo
24 positivo positivo negativo negativo
25 positivo positivo negativo negativo
26 positivo positivo negativo positivo
27 positivo positivo negativo positivo
28 negativo positivo negativo positivo
29 negativo negativo negativo positivo
30 positivo positivo negativo negativo
31 negativo negativo negativo positivo
32 negativo negativo negativo positivo
33 negativo negativo negativo positivo
34 negativo positivo negativo positivo
35 positivo positivo negativo positivo
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5.3 Peptideos sintéticos

5.3.1 Ensaios de ELISA

Os peptideos sintéeticos foram utilizados em concentracdes de 1 ou 2ug/mL e
com varias dilui¢cdes de soro de individuos. Para avaliar o reconhecimento dos peptideos
sintéticos Smp_136560(1564-1578), Smp_141860(1694-1709), Smp_093840(219-233),
Smp_126160(438-452), Smp_150390.1(216-230), Smp_167240(213-228) e
Smp_180240(495-509) por soros de individuos saudaveis ndo moradores de area
endémica para esquistossomose (HD), moradores de area endémica com exame de fezes
negativo para presenca de ovos (NEG), positivos para presenca de ovos antes do
tratamento (INF) e ap6s o tratamento (DPT), foram realizados ensaios de ELISA
(Figura 6 a 12). Em relacdo a sensibilidade e especificidade dos peptideos sintéticos, um
ponto de corte foi determinado pelo teste de curva ROC utilizando doadores saudaveis
como grupo de ndo infectado (HD) e os individuos infectados (INF) como grupo

positivo.
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Smp_136560(1564-1578)

1.01

0.8+ 0<0,05

g

£ 0.6 p<0,01

<

. A

q 0.4- A

@ n ” v

PP AAA vY

0.2 ° = ﬁ 24

Wi oS A
A A
R

Figura 6 - Niveis de IgG contra o peptideo sintético Smp_136560 (1564-1578) em
soro de individuos de area endémica para esquistossomose

Os niveis de 1gG contra o peptideo sintético Smp_136560 (1564-1578) em soro de
individuos saudaveis ndo moradores de area endémica para esquistossomose (HD),
moradores de area endémica com exame de fezes negativo para presenca de ovos
(NEG), positivos para presenca de ovos antes do tratamento (INF) e apds o tratamento
(DPT) foram determinados por ELISA. As placas foram sensibilizadas overnight com
1pg/mL do peptideo, bloqueadas com PBST20 + 10% SFB, incubadas com soro de
individuos diluidos 1:80 e anticorpo anti-lgG humano conjugado a peroxidase diluido a
1:60000. As diferencas significativas entre os grupos estao indicadas no gréfico. A linha
pontilhada representa o ponto de corte na absorbancia de 0,1098 que determina uma
especificidade de 76,92% e sensibilidade de 73,08%.
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Smp_ 141860(1694-1709)
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Figura 7 - Niveis de IgG contra o peptideo sintético Smp_141860 (1694-1709) em
soro de individuos de area endémica para esquistossomose

Os niveis de 1gG contra o peptideo sintético Smp_141860 (1694-1709) em soro de
individuos saudaveis ndo moradores de area endémica para esquistossomose (HD),
moradores de &rea endémica com exame de fezes negativo para presenca de ovos
(NEG), positivos para presenca de ovos antes do tratamento (INF) e apds o tratamento
(DPT) foram determinados por ELISA. As placas foram sensibilizadas overnight com
2ug/mL do peptideo, bloqueadas com PBST20 + 10% SFB e incubadas com soro de
individuos diluidos 1:80 e anticorpo anti-lgG humano conjugado a peroxidase diluido a
1:60000. As diferencas significativas entre os grupos estdo indicadas no grafico. A linha
pontilhada representa 0 ponto de corte na absorbancia de 0,1295 que determina uma
especificidade de 53,85% e sensibilidade de 50%.
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Smp 093840(219-233)
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Figura 8 - Niveis de IgG contra o peptideo sintético Smp_093840(219-233) em soro
de individuos de area endémica para esquistossomose

Os niveis de 1gG contra o peptideo sintético Smp_093840(219-233) em soro de
individuos saudaveis ndo moradores de area endémica para esquistossomose (HD),
moradores de &rea endémica com exame de fezes negativo para presenca de ovos
(NEG), positivos para presenca de ovos antes do tratamento (INF) e ap6s o tratamento
(DPT) foram determinados por ELISA. As placas foram sensibilizadas overnight com
2ug/mL do peptideo, bloqueadas com PBST20 + 10% SFB e incubadas com soro de
individuos diluidos 1:160 e anticorpo anti-lgG humano conjugado a peroxidase diluido
a 1:60000. As diferencas significativas entre os grupos estdo indicadas no grafico. A
linha pontilhada representa o ponto de corte na absorbancia de 0,343 que determina uma
especificidade de 92,31% e sensibilidade de 46,15%.
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Smp 126160(438-452)
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Figura 9 - Niveis de IgG contra o peptideo sintético Smp_126160(438-452) em soro
de individuos de area endémica para esquistossomose

Os niveis de 1gG contra o peptideo sintético Smp_126160(438-452) em soro de
individuos saudaveis ndo moradores de area endémica para esquistossomose (HD),
moradores de area endémica com exame de fezes negativo para presenca de ovos
(NEG), positivos para presencga de ovos antes do tratamento (INF) e ap6s o tratamento
(DPT) foram determinados por ELISA. As placas foram sensibilizadas overnight com
1pg/mL do peptideo, blogueadas com PBST20 + 10% SFB e incubadas com soro de
individuos diluidos 1:40 e anticorpo anti-lgG humano conjugado a peroxidase diluido a
1:60000. As diferencas significativas entre 0s grupos estao indicadas no gréfico. A linha
pontilhada representa o ponto de corte na absorbancia de 0,2758 que determina uma
especificidade de 84,62% e sensibilidade de 61,54%.
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Smp_150390.1(216-230)
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Figura 10 - Niveis de IgG contra o peptideo sintético Smp_150390.1(216-230) em
soro de individuos de area endémica para esquistossomose

Os niveis de 1gG contra o peptideo sintético Smp_150390.1(216-230) em soro de
individuos saudaveis ndo moradores de area endémica para esquistossomose (HD),
moradores de &rea endémica com exame de fezes negativo para presenca de ovos
(NEG), positivos para presenca de ovos antes do tratamento (INF) e ap06s o tratamento
(DPT) foram determinados por ELISA. As placas foram sensibilizadas overnight com
1ug/mL do peptideo, blogueadas com PBST20 + 10% SFB e incubadas com soro de
individuos diluidos 1:320 e anticorpo anti-lgG humano conjugado a peroxidase diluido
a 1:60000. As diferencas significativas entre os grupos estdo indicadas no grafico. A
linha pontilhada representa o ponto de corte na absorbancia de 0,2445 que determina
uma especificidade de 100% e sensibilidade de 96,15%.
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Smp _167240(213-228)
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Figura 11 - Niveis de IgG contra o peptideo sintético Smp_167240(213-228) em
soro de individuos de area endémica para esquistossomose

Os niveis de 1gG contra o peptideo sintético Smp_167240(213-228) em soro de
individuos saudaveis ndo moradores de area endémica para esquistossomose (HD),
moradores de area endémica com exame de fezes negativo para presenca de ovos
(NEG), positivos para presenga de ovos antes do tratamento (INF) e ap6s o tratamento
(DPT) foram determinados por ELISA. As placas foram sensibilizadas overnight com
1ug/mL do peptideo, blogueadas com PBST20 + 10% SFB e incubadas com soro de
individuos diluidos 1:1600 e anticorpo anti-lgG humano conjugado a peroxidase diluido
a 1:60000. As diferencas significativas entre os grupos estdo indicadas no grafico. A
linha pontilhada representa o ponto de corte na absorbancia de 0,1884 que determina
uma especificidade e sensibilidade de 53,85%.
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Smp 180240(339-353)
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Figura 12 - Niveis de 1gG contra o peptideo sintético Smp_180240(495-509) em
soro de individuos de area endémica para esquistossomose

Os niveis de 1gG contra o peptideo sintético Smp_180240(495-509) em soro de
individuos saudaveis ndo moradores de area endémica para esquistossomose (HD),
moradores de &rea endémica com exame de fezes negativo para presenca de ovos
(NEG), positivos para presenca de ovos antes do tratamento (INF) e ap6s o tratamento
(DPT) foram determinados por ELISA. As placas foram sensibilizadas overnight com
1ug/mL do peptideo, blogueadas com PBST20 + 10% SFB e incubadas com soro de
individuos diluidos 1:40 e anticorpo anti-lgG humano conjugado a peroxidase diluido a
1:60000. As diferencas significativas entre os grupos estdo indicadas no grafico. A linha
pontilhada representa o ponto de corte na absorbancia de 0,556 que determina uma
especificidade de 92,31% e sensibilidade de 73,08%.

Os niveis de anticorpos contra os peptideos sintéticos foi avaliado conforme
mostrado nas figuras de 6 a 12. Um aumento significativo do reconhecimento dos
peptideos sintéticos Smp_136560 (1564-1578), Smp_093840(219-233),
Smp_126160(438-452), Smp_150390.1(216-230) e Smp_180240(495-509) foi
observado com soro de individuos infectados com S. mansoni moradores de éarea
endémica (INF) em relagdo aos grupos de individuos saudaveis ndo moradores de area
endémica para esquistossomose (HD) e de soro de individuos com exame de fezes

negativo para presenca de ovos (NEG).
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Além disso, houve diferenca significativa de anticorpos IgG especifico para o
peptideo Smp_180240(495-509) no grupo 30 DPT em relacdo aos individuos HD, e
especificos para o peptideo Smp_141860 (1694-1709), nos individuos NEG em
relacdo ao grupo 30 DPT. Também foi possivel constatar queda nos niveis de anticorpos
IgG especifico para 0 peptideo Smp_150390.1(216-230), nos individuos tratados, 30 e
180 DPT em relacgdo aos individuos infectados. Ndo houve diferencas significativas no
reconhecimento do peptideo Smp_167240(213-228) entre os grupos analisados.

Em relacdo a sensibilidade e especificidade dos peptideos sintéticos, 0s
peptideos que apresentaram melhores resultados foram o Smp_150390.1(216-230) e
Smp_180240(495-509) com sensibilidade de 96,15% e 73,08% e especificidade de
100% e 92,31%, respectivamente.

Conforme mostrado na figura 10, dentre os peptideos sintéticos utilizados nos
ensaios de ELISA, o peptideo Smp_150390.1(216-230) apresentou melhor resultado,
sendo entdo utilizado, para avaliar a correlacdo entre a carga parasitaria detectada pelo
teste de Kato-Katz e TF Teste® e a reatividade dos soros (Figura 13). Entretanto néo

foi observada correlacdo entre as variaveis analisadas.
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Figura 13 - Correlacdo entre a carga parasitaria e a reatividade do soro de
individuos com exame de fezes positivo para presenga de ovos contra o peptidio
Smp_150390.1(216-230)

O numero de ovos por grama de fezes foi determinado pela técnica de Kato-Katz
avaliando 18 laminas de quatro amostras de fezes e TF Teste®. A reatividade do soro
para o peptideo Smp_150390.1(216-230) foi avaliada em absorbancia em ensaio de
ELISA. A correlacdo foi determinada por teste de correlagdo de Spearman.
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Nas amostras de soro dos 26 individuos de area endémica utilizadas nos ensaios
de ELISA com os peptideos sintéticos, sabidamente infectados com S. mansoni, a
técnica de Kato-Katz realizada com duas I&minas de uma amostra de fezes foi capaz de
identificar 10 individuos positivos sendo que 16 individuos sabidamente infectados
seriam considerados negativos (38,46% de sensibilidade). Utilizando a mesma técnica,
com 18 laminas de 4 amostras diferentes, o teste identificou 12 individuos positivos e
14 individuos falsos negativos (46,15% de sensibilidade). A técnica de TF-Test®
apresentou 42,30% de sensibilidade, sendo capaz de identificar 11 individuos positivos
e 15 falsos negativos. @ A PCR-ELISA apresentou 53,84% de sensibilidade,
identificando 14 individuos positivos e 12 falsos negativos. O ensaio com
Smp_150390.1(216-230)-ELISA detectou 25 pacientes positivos e apenas um falso
negativo, apresentando 96,15% de sensibilidade (Tabela 7).

Tabela 7 - Comparacdo das técnicas de ELISA-Smp_150390.1(216-230), Kato-
Katz, TF-Test® e PCR-ELISA em amostras de fezes sabidamente positivas

NUmero de amostras positivas

(Kato-Katz, TF-Test® ou PCR-ELISA) Método Positivos Falsos-negativos
26 Kato-Katz - 2 Laminas 10 16
26 Kato-Katz - 18 laminas 12 14
26 TF-Test® 11 15
26 PCR-ELISA 14 12
26 Smp_150390.1(216-230)-ELISA 25 1

5.4 Proteinas selecionadas e expressas

Adicionalmente duas proteinas com predicao de epitopos de células T capaz de
se ligarem a 15 e 13 alelos de MHCII foram escolhidas por nosso grupo, dentre as
proteinas selecionadas por andlises in silico, para serem expressas na forma de proteinas
recombinantes. Essas proteinas foram anotadas como: Glicoproteina de superficie
ancora GPI 200-kDa (Sm200) (Smp_017730) e uma proteina semelhante a alérgeno de

veneno (Smp_070240) denominada de SmVal7. Essas proteinas foram selecionadas
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uma vez que ja estavam sendo estudadas por nossos colaboradores. A Sm200, pelo Dr.
Sergio Costa Oliveira, da Universidade Federal de Minas Gerais, e a SmVal7, pelo Dr.
Leonardo Farias, do Instituto Butantd, Sdo Paulo.

5.4.1 rSm200

5.4.1.1 Predicé&o de epitopos lineares de células B

A predicdo de epitopos lineares de células B é um dos critérios racionais para
selecdo de antigenos potenciais candidatos para serem utilizados no imunodiagnéstico
da esquistossomose. A predicdo de epitopos lineares de células B foi realizada
utilizando a sequéncia da proteina Sm200 inteira, onde foram preditos 38 epitopos de
células B. Desses 38 epitopos preditos, 13 estdo presentes na rSm200(1069-1520),
parte C-terminal da proteina que foi expressa por nosso grupo, representando 34% dos
epitopos preditos concentrados na rSm200(1069-1520) que corresponde a 26,86% da

proteina inteira (Figura 14).
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MYFLOLFLEPLETSVCNTLSDLHSNNVVDIKAHDYKLLTKILAARQLODLEDN
DENTHGLFHAELNOKVYLIVDLGGLYOVSSYVEITSDEPENLEQTISIGYGED
ENTTSLEGSLYNCTYQOTSTLCIPACSOYDNSRTGEY GNSLLWS F'QSDEEGH
TRIYDLITIRGTPEFDENRSMENNLDDITLFKPYADHLY PAESMESCNGLLWHL
NDESSVTESSATAATDDENVTIY FGKTYSVTSVHEVTSKRDDMPQEYTLHEN
CGMESLTKIINLONDCTLTASSDNDGANFKEYNCPTTDLESYTEDYVTVNVEKG
LYKLHVYGLPFHYPKIQITPSKEDDKT IMYVDENVLOISCIAQSCNSTSNVLL
DVDDSYRRSRSSDESCPMNGHIVRECEYLNLEFRLSTSENDDNNOKIOLTNOGT
INTEFSEIMTELRIIQSNAEKL IVIMPRTHOYYSOYRCSCOATDNKESOLES
LSTNLEPTDEFDODEFIFOTNYTTIFADQTIESHYVGEIELPENEHESY FRLNT T
GYSLINDVQIGVVEVEGGOAGSRTNANTIEETISVOAFPGINVGSDLWSIPVYK
YELODVWPDSVDDSVITVIWSMPEKALSATKSPSYVIRDIFRALITITSSGVNTT
PAWVWORDSHLLDIRAYHOLDENNVDSQLKITTLORSGCSESESEDEVVASY
OLEDGOCSTDNNDI ITCTRTIHGOIIQFKLNNESTSDVYKLYMESDGYEDNV
ESTSSIDLVTSGSLGETVEKEDIKGAGLSLTVEGIHHNHETQETELDVAVHTA
SKVISDNIACRPTYLLLEFIEPNIETLKSRVSSKQTMEFRIKLPSNQKETINTK
MOLSIGSYVDPTOSEATTNOSIAFONPEY IPTDIKYVDAENOQLIQWEGLPTIEN
NLLHHYETKLSGLPEACEQASEFNLEITOORIDNGT IYRVNLENIFDEFTITK
NGLAIDYNFEVIPVEFEGIDGKS ITMGTSSDIRESTGRTGOTDLEAPTSGRY Y
SLOVOVRPSOIPSCLNLETLNTQFILEVIGEVDEYPDY IKQVNYVEPITMETT
ETLNDENNHYVKLYKIENLLPGRRYELOAEVIYTEDFRDKISEPVRLWIEDEV
HVQTEEVFISPGERVVINCTGSVGPNDTSQKSLEWKLFDGGRLPDGSRSLKT
QEAQSGPLWYAMESLIFDPVNKOHGGVYACFIRPSILEIMNKPTELHKVTVT
VSDLEVDINSKIVEFGEKIIITCRTASPGQLDWMLEPSGEKVEIMNEMKSDDD
NDDQPYTIKDENDDVKLSIKLITIPKVNLNKVGKYTCLHSPSNNKOTFSLKMK
EVIKLVKSPESSDKPGKTLILDCTANLGNLHQSVVWYKRPNSNSPWLEITEA
IQTIEHITIQQKNPEDTLS SGVWLSELKVKNSPGIIGEFMCTIQNIQTTMNI
ERMETGSIMTNDNDFSKITHATIKVSLEKSVLKILTPIKLENGQISVHCQGYP
AHSKDRLOWVYIPLNTDNKSDKVITIVHSNPKDEENDQESDGNTKSLDEKEI
DEIVSLAFQLTDS IPATWPGSTGPOOLYVOSGLIEQEHQPEOMY TAERLSLIE
DSKYAEKVADGILSCRYVRPKGILPMDSDEAAESLSKVTIPETNDDSDEILE
KSEIPMKTLLDAKQGDDNDNLSTLKSSLNEEPDEVOSDDEENNTEKKSTISTL
LYMNLMALMI TFMRN

Figura 14 - Predicdo de epitopos lineares de células B na sequéncia inteira da
proteina Sm200

Os aminoé&cidos destacados em cinza representam os epitopos lineares de células B
preditos utilizando o programa BCPREDS. Os aminoacidos que representam a proteina
rSm200(1069-1520) estéo sublinhados.

5.4.1.2 Gel de poliacrilamida e Western blot 1D

A expressdo, purificacdo e antigenicidade da proteina recombinante Sm200
(1069-1520) em fusdo com cauda de seis histidinas foi avaliada por gel de
poliacrilamida e Western blot 1D. A figura 15 demonstra que a proteina com
aproximadamente 66KDa, foi reconhecida pelo anticorpo anti-his (GE) (Figura 15A) e
por pool de soro de camundongos infectados com S. mansoni (Figura 15B). O

reconhecimento dessa proteina recombinante por soro de camundongos Suicos
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infectados (INF) demonstra que mesmo ela sendo obtida como proteina recombinante, a

mesma manteve sua antigenicidade.
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Figura 15 - Expressdo, purificacdo e antigenicidade da rSm200(1069-1520) em
fusdo com cauda de 6 histidinas em gel de poliacrilamida e Western blot

(A) Padrdo de peso molecular PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific)
(MW) e Proteina rSm200(1069-1520) nao purificada (IND) em gel de poliacrilamida
12% para confirmar o tamanho da proteina recombinante. A expressao foi confirmada
pelo reconhecimento do anti-his (aHis) por Western blot. (B) Padréo de peso molecular
broad range protein marker (BioRad) (MW) e Proteina rSm200(1069-1520) purificada
(P) em gel de poliacrilamida 10% para avaliar o perfil molecular e o0 seu
reconhecimento por soro de camundongos suicos infectados com S. mansoni (INF) e
ndo infectados (NEG) por Western blot.

5.4.1.3 Reconhecimento da rSm200(1069-1520) por soro de camundongos suicos e

individuos infectados com S. mansoni

Para avaliar o reconhecimento da rSm200 por soro de camundongos nao
infectados (NEG), infectados (S. mansoni) (15, 30, 45, 60, 75, 90, 120 e 140 dias ap06s
infeccdo - dpi) e infectados tratados (PT) (30, 60 e 90 dias p6s tratamento) a nivel de
IgG anti-rSm200(1069-1520) foram realizados ensaios de ELISA. N&o houve
diferencas significativas no reconhecimento da proteina por soro de camundongos
infectados com 15, 30 e 45 dias em relacdo ao reconhecimento por soro de

camundongos néo infectados (Figura 16). Aumento significativo do reconhecimento da
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rSm200 foi observado com soros provenientes de camundongos infectados com S.
mansoni apés 60, 90, 120 e 140 dias de infeccdo comparando com o soro de

camundongos ndo infectados (Figura 16).
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Figura 16 - Cinética dos niveis de IgG para a rSm200(1069-1520) em soro de
camundongos apés infeccdo com S. mansoni

O soro de camundongos suicos foi obtido um dia antes da infeccdo e ap6s infeccdo com
15, 30, 45, 60, 75, 90, 120 e 140 dias. A linha representa as médias de absorbancias de
cada grupo. Diferencas significativas em relacdo ao grupo com soro negativo estdo
indicadas com asterisco *(p<0.05).

Para avaliar o desempenho da rSm200(1069-1520) como antigeno em ensaios de
ELISA para o diagnostico da esquistossomose, 0 reconhecimento da rSm200 por soro
de camundongos infectados com S. mansoni, em fase aguda e cronica da infecgdo foi
avaliado. Para essa finalidade, os soros foram divididos em 4 grupos: negativo (soro de
camundongos nédo infectados - Neg), agudo (soro de camundongos infectados obtidos
com 15 a 90 dias apos infeccdo - Agudo), cronico (soro de camundongos infectados
obtidos com 120 e 140 dias ap6s infeccdo - Cronico) e infectados (soro de
camundongos infectados em fase aguda e cronica da infeccdo - S. mansoni). Para
determinar o ponto de corte entre 0s grupos, o soro de 120 camundongos nédo infectados
e 120 soros de camundongos infectados com S. mansoni foram analisados e a
absorbancia foi avaliada para determinar a especificidade e a sensibilidade utilizando o

teste de curva ROC. O ponto de corte foi determinado na absorbancia de 0,3228.

89



Gardénia Braz Figueiredo de Carvalho Tese - Resultados

Comparando os valores de absorbancia, diferencas significativas foram observadas entre
0 grupo negativo e o0s outros grupos (agudo, cronico e infectado) (Figura 17A).
Entretanto, o ensaio ELISA-rSm200(1069-1520) apresentou 99,17% de especificidade e
50% de sensibilidade quando utilizado no diagnostico da esquistossomose,
independentemente da fase da doenca. Para avaliar o reconhecimento cruzado, o ensaio
de ELISA foi realizado usando rSm200(1069-1520) como antigeno e soro de
camundongos infectados com A. suum ou A. ceylanicum. N&o foi observado
reconhecimento cruzado da proteina por esses soros (Figura 17B). Para avaliar os niveis
de 1gG especifico para rSm200(1069-1520) frente a soro de camundongos tratados (PT)
foram utilizados soros de animais infectados e tratados com 30, 60 e 90 dias apds o
tratamento (Figura 18). Foram observadas diferencas significativas do grupo de
camundongos infectados e infectados tratados (30, 60 e 90 dias PT) em relacdo ao grupo
negativo. Esses resultados mostram que a proteina recombinante utilizada no ensaio de
ELISA ndo foi eficiente para monitorar cura ap0s tratamento. Sendo que apos o
tratamento houve maior reconhecimento da rSm200(1069-1520) por soro de

camundongos tratados (Figura 18).
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Figura 17 - Avaliacdo dos niveis de IgG em soro de camundongos para a
rSm200(1069-1520)

(A) Niveis de 1gG para rSm200(1069-1520) em soro de camundongos suicos em
diferentes grupos: negativo (soro de camundongos ndo infectados), agudo (soro de
camundongos infectados obtidos com 15 a 90 dias apds infeccdo), cronico (soro de
camundongos infectados obtidos com 120 e 140 dias ap6s infeccdo) e infectados (soro
de camundongos infectados em fase aguda e cronica da infeccdo). Diferencas
significativas nos niveis de 1gG comparado ao grupo negativo foram indicados com
asteriscos ***(p<0,001). (B) Niveis de IgG especificos para a rSm200(1069-1520)
detectados em soro de camundongos suicos infectados com S.mansoni, camundongos
BALB/c infectados com Ascaris suum ou camundongos C57BL/6 infectados com
Ancylostoma ceylanicum para avaliar reconhecimento cruzado. A linha pontilhada

representa o ponto de corte.
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Figura 18 - Niveis de IgG para rSm200(1069-1520) frente a soro de camundongos
tratados (PT)

Niveis de IgG para rSm200(1069-1520) em soro de camundongos suicos ndo infectados
(NEG), infectados (S. mansoni) e infectados tratados (30, 60 e 90 dias pds tratamento —
PT). Diferencas significativas nos niveis de 1gG comparado ao grupo negativo foram
indicados com asteriscos ***(p<0.001).

Soro de individuos com exame de fezes negativo (NEG) e soro de individuos
com amostras de fezes positivas (INF) moradores de area de endémica para infeccéo
com S. mansoni e soro de doadores saudaveis (HD) ndo moradores de area endémica
para S. mansoni foram utilizados para avaliar eficacia do ensaio ELISA-rSm200(1069-
1520) no hospedeiro natural.

Foi observado reconhecimento significativo da rSm200(1069-1520) por soros de
individuos moradores de area endémica para esquistossomose em compara¢ao com o
grupo de doadores saudaveis (Figura 19A). O reconhecimento da rSm200(1069-1520)
por soro de individuos infectados correlaciona-se fortemente com a carga parasitaria de
ovos detectado por Kato-Katz e TF-Test® (Figura 19B), no entanto, ndo foram
observadas diferencas significativas no reconhecimento da rSm200(1069-1520) por
soros de individuos que moram em area endémica com exame de fezes negativo (NEG)
e exame de fezes positivo (INF) (Figura 19A). Para avaliar ELISA-rSm200(1069-1520)
guanto a sensibilidade e especificidade, um ponto de corte na absorbancia de 0,176 foi
determinado pelo teste de curva ROC utilizando doadores saudaveis como grupo de ndo
infectado (HD) e os individuos infectados (INF) como grupo positivo. Com esses

parametros, foi observada uma sensibilidade de 90% e uma especificidade de 93,3%.

92



Gardénia Braz Figueiredo de Carvalho Tese - Resultados

0.5- ah xat
Ay
0.4+ ... -
E A F Y
c i 0 i
A 5 03 : a4d
= toehe A
0O 0.2- ™ '
O- ....... R ..l‘
!l L
0.1
b
Uﬂ T ] L
HD NEG INF

Spearman r=0,8210
0.5 9 p=0,0001
045 4
04 A
0,35 4
0,3
0,25 4
0,2

0,15 4
01

0.D.450nm rSm200-ELISA

0,05 -

Figura 19 - Niveis de 1gG detectados em soro humano por ELISA-rSm200(1069-
1520)

(A) Amostras de soro foram coletadas de individuos moradores de area endémica para
infeccdo com S. mansoni. Foram avaliadas 20 amostras de individuos com exame de
fezes negativo (NEG) e 20 amostras de individuos com amostras de fezes positivas
(INF). Adicionalmente, soro de 15 doadores saudaveis (HD), ndo moradores de area
endémica para S. mansoni, também foram avaliados. Diferencas significativas nos
niveis de 1gG comparado com o grupo de doadores saudaveis foram indicadas com
asterisco ***(p<0.001). A linha pontilhada representa o ponte de corte. Em (B), a
correlagdo entre a carga parasitaria e a reatividade do soro para rSm200(1069-1520) foi
avaliada. O numero de ovos por grama de fezes foi determinado pela técnica de Kato-
Katz avaliando 18 laminas de quatro amostras de fezes e TF Teste®. A reatividade do
soro para rSm200(1069-1520) foi avaliada em absorbancia em ensaio de ELISA. A
correlagéo foi determinada por teste de correlagcdo de Spearman.

Nessas mesmas amostras de soro de 20 individuos de area endémica, sabidamente
infectados com S. mansoni, a técnica de Kato-Katz usualmente utilizada com duas

laminas de uma amostra de fezes foi capaz de identificar seis individuos positivos e 14
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falsos negativos (30% de sensibilidade). Utilizando a mesma técnica, com 18 laminas, o

teste identificou 9 individuos positivos e 11 individuos falsos negativos (45% de

sensibilidade), sendo os mesmos valores observados com a técnica de PCR-ELISA. A

técnica de TF-Test® apresentou 100% de sensibilidade, sendo capaz de identificar todos
os individuos positivo. Adicionalmente, o ensaio de ELISA-rSm200(1069-1520) detectou

18 pacientes positivos e apenas dois falsos negativos (Tabela 8).

Tabela 8 - Comparacdo das técnicas de ELISA-rSm200(1069-1520), Kato-Katz,

TF-Test® e PCR-ELISA em amostras de fezes sabidamente positivas

NUmero de amostras positivas

(Kato-Katz ou TF-Test®) Método Positivos Falsos-negativos
20 Kato-Katz - 2 Laminas 6 14
20 Kato-Katz - 18 laminas 9 11
20 TF-Test® 20 0
20 PCR-ELISA 9 11
20 rSm200 (1069-1520)-ELISA 18 2

5.4.2 rSmVal7

5.4.2.1 Confirmagao da expressdo da SmVal7 recombinante

A proteina recombinante rSmVa7 foi expressa e purificada de acordo com a

metodologia descrita e a confirmacdo da expressdo foi demonstrada através da

visualizagdo, em gel de poliacrilamida 15%, da banda referente ao peso molecular da

proteina recombinante (Figura 20). A presenca desta banda evidencia a expressao da

proteina apresentando uma massa molecular de aproximadamente 20kDa.
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Figura 20 - Confirmacéo da expressdo da proteina recombinante SmVal7 por gel
de poliacrilamida 15%

Apbs o processo de purificacdo, fraces do purificado foram coletadas e aliquotas destas
fracBes foram aplicadas no gel de poliacrilamida. A seta indica a presenca da proteina
recombinante. PM: Padrdo de Peso Molecular USB (10 kDa; 15 kDa; 25 kDa; 35 kDa;
50 kDa; 75 kDa; 100 kDa; 150 kDa; 225 kDa), 1 e 3: Sobrenadante apds dialise, 2 e 4:
Precipitado apos dialise.

5.4.2.2 Reconhecimento da rSmVal7 por soro de camundongos sui¢os e individuos

infectados com S. mansoni

Foram realizados ensaios de ELISA com o objetivo de avaliar o reconhecimento
da rSmVal7 por soro de camundongos ndo infectados (NEG), infectados com S.
mansoni (INF) (45, 60, 75, 90, 120 e 140 dias ap6s infeccdo - dpi) e infectados e
tratados (PT) (30, 60 e 90 dias pos tratamento).

Foram observadas diferencas significativas no reconhecimento da proteina
recombinante SmVal7 por soro de camundongos infectados com 90 e 120 dias de
infeccdo em relacdo ao grupo negativo. Esse reconhecimento comeca a declinar a
medida que a doenca se cronifica, com diferenca significativa com 140 dias de infeccdo

em relacdo as absorbancias com 45, 75, 90 e 120 dias apods a infeccdo (Figura 21).
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Figura 21 - Cinética dos niveis de 1gG para a rSmVal7 em soro de camundongos
infectados pelo S. mansoni

Cinética dos niveis de IgG para rSmVal7 apos infeccdo com S. mansoni. O soro de
camundongos suicos foi obtido um dia antes da infeccdo (NEG), ap0s infeccdo com 45,
60, 75, 90, 120 e 140 dias apo6s infeccdo (dpi). Diferencas significativas em relacdo aos
grupos estdo indicadas na figura.

Para avaliar o desempenho da rSmVal7 como antigeno em ensaios de ELISA
para o diagndstico da esquistossomose, foi avaliado o reconhecimento da rSmVal7 por
soro de camundongos infectados com S. mansoni, em fase aguda e crénica da infeccéo.
Os soros foram divididos em 4 grupos: negativo (soro de camundongos nao infectados -
NEG), agudo (soro de camundongos infectados obtidos com 45 a 90 dias apés
infeccdo), cronico (soro de camundongos infectados obtidos com 120 e 140 dias ap06s
infeccdo) e infectados (soro de camundongos infectados em fase aguda e cronica da
infeccdo - S. mansoni).

Para determinar o ponto de corte entre 0s grupos, o soro de 40 camundongos néo
infectados e 26 soros de camundongos infectados com S. mansoni foram analisados e a
absorbancia foi avaliada para determinar o ponto de corte utilizando o teste de curva
ROC. O ponto de corte foi determinado na absorbéancia de 0,1953. Comparando 0s
valores de absorbancia, diferencas significativas foram observadas entre o grupo
negativo e os grupos agudo e infectado (S.mansoni) (Figura 22A). Entretanto, o ensaio
rSmVal7 ELISA apresentou 97,5% de especificidade e 26% de sensibilidade quando

utilizado no diagnostico da esquistossomose, independentemente da fase da doenca.
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Para avaliar os niveis de 1gG especifico para rSmVal7 frente a soro de camundongos
tratados (PT) foram utilizados soros de animais infectados e tratados com 30, 60 e 90
dias apos o tratamento (Figura 22B). Foram observadas diferengas significativas entre o
grupo de camundongos ndo infectados (NEG) e infectados (S. mansoni). Esses
resultados mostram que a proteina recombinante utilizada no ensaio de ELISA nao foi
eficiente para monitorar cura apds tratamento, uma vez que ndo foram observadas
diferengas entre o grupo infectado (S. mansoni) e infectados e tratados com 30, 60 e 90
dias (PT).
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Figura 22 - Niveis de 1gG para rSmVal7 em soro de camundongos infectados

(A) Niveis de IgG para rSmVal7 em soro de camundongos sui¢os em diferentes grupos:
negativo (soro de camundongos ndo infectados -NEG), agudo (soro de camundongos
infectados obtidos com 45 a 90 dias ap6s infeccdo), cronico (soro de camundongos
infectados obtidos com 120 e 140 dias apds infeccdo) e infectados (soro de
camundongos infectados em fase aguda e cronica da infeccdo - S. mansoni). Diferencas
significativas nos niveis de IgG comparado ao grupo negativo estdo indicadas no
gréafico. (B) Niveis totais de 1gG para rSmVal7 em soro de camundongos sui¢os ndo
infectados (NEG), infectados (S. mansoni) e infectados tratados (30, 60 e 90 dias pos
tratamento - PT). Diferencas significativas nos niveis de 1gG comparado ao grupo
negativo estdo indicadas no grafico.

Para avaliar a eficacia do ensaio de ELISA utilizando a rSmVal7 no hospedeiro
humano foram utilizados soro de individuos ndo infectados saudaveis ndo moradores de
area endémica para S. mansoni (HD), moradores de area endémica com exame de fezes

negativo para presenca de ovos (NEG) e positivos para presenca de ovos (INF). Um
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reconhecimento significativo da rSmVal7 por soros de individuos moradores de area
endémica para esquistossomose (NEG e INF) em comparagdo com soro de individuos
saudaveis (HD) foi observado. No entanto, ndo foram observadas diferencas
significativas no reconhecimento da rSmVal7 por soros de individuos que moram em
area endémica com exame de fezes negativo (NEG) e exame de fezes positivo (INF)
(Figura 23A). O reconhecimento da rSmVal7 por soro de individuos infectados ndo
correlaciona-se com a carga parasitaria de ovos detectado por Kato-Katz e TF-Test®
(Figura 23B). Um ponto de corte na absorbancia de 0,5963 (Figura 23A) foi
determinado pela curva ROC utilizando doadores saudaveis como grupo de néo
infectado (HD) e os individuos infectados (INF) como grupo positivo para avaliar a
sensibilidade e a especificidade da ELISA-rSmVal7. Com esse ponto de corte
determinado, foi observada sensibilidade de 80% (4 falsos-negativos) e especificidade
de 100%.
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Figura 23 - Niveis de 1gG para rSmVal7 em soro de moradores de area endémica
para a esquistossomose

(A) Amostras de soro foram coletadas de individuos saudaveis ndo moradores de area
endémica para esquistossomose (HD), moradores de area endémica para S. mansoni
com exame de fezes negativo para presenca de ovos (NEG) e positivos para presenca de
ovos (INF). Diferencas significativas nos niveis de IgG, comparado com o grupo de
individuos saudaveis (HD), estdo indicadas no grafico. A linha pontilhada representa o
ponte de corte. Em (B), a correlagdo entre a carga parasitaria e a reatividade do soro
contra a rSmVal7 foi avaliada. O numero de ovos por grama de fezes foi determinado
pela técnica de Kato-Katz avaliando 18 laminas de 4 amostras de fezes e TF-Teste®. A
reatividade do soro para rSmVal7 foi avaliada em absorbancia em ensaio de ELISA. A
correlagéo foi determinada por teste de correlacdo de Spearman.
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Comparando novamente as amostras de soro de 20 individuos de area endémica,
sabidamente infectados com S. mansoni, com as técnicas de Kato-Katz usualmente
utilizada com duas laminas de uma amostra de fezes, com 18 laminas de quatro
amostras de fezes, com a técnica de TF-Test® e com PCR-ELISA, o ensaio de ELISA-
rSmVal7 detectou 16 pacientes positivos e 4 falsos negativos (Tabela 9), representando
80% de sensibilidade.

Tabela 9 - Comparacéo das técnicas de ELISA-rSmVal7, Kato-Katz, TF-Test® e
PCR-ELISA em amostras de fezes sabidamente positivas

NuUmero de amostras positivas

(Kato-Katz ou TF-Test®) Método Positivos Falsos-negativos
20 Kato-Katz - 2 Laminas 6 14
20 Kato-Katz - 18 laminas 9 11
20 TF-Test® 20 0
20 PCR-ELISA 9 11
20 rSmVal7-ELISA 16 4
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6 DISCUSSAO

Considerando a situacdo atual da esquistossomose, € essencial desenvolver
abordagens mais eficazes para a prevencdo, controle e eliminacdo dessa doenca
(Lustigman et al., 2012). Um diagndstico com alta especificidade e sensibilidade é
fundamental para promover a interrupcdo da transmissdo dessa parasitose que reflete
diretamente no controle e na eliminagdo da mesma. Os testes de diagndstico com baixa
sensibilidade podem ndo detectar individuos infectados, que permanecem, assim,
positivos, e continuam a contribuir substancialmente para a transmissdao da
esquistossomose.

Métodos de imunodiagnoésticos com base na deteccdo de anticorpos tém
aumentado a eficiéncia do diagnéstico da esquistossomose, especialmente em areas de
baixa endemicidade (de Noya et al., 1992; Kinkel at al., 2012; Smith et al., 2012;
Espirito-Santo et al., 2014). Os antigenos recombinantes tém sido utilizados como
alternativa aos antigenos brutos, a fim de aumentar a especificidade do teste e minimizar
as reacOes cruzadas, além de poderem ser produzidos em larga escala (Cavalcanti et al.,
2013; Gomes et al., 2014; Xu et al., 2014; Carvalho et al., 2014).

O sequenciamento completo do genoma do S. mansoni (Berriman et al., 2009) e
0S avangos na area de gendmica e protedmica associadas com a disponibilidade de
ferramentas de bioinforméatica cada vez mais sofisticadas, tem fornecido recursos
potenciais para identificar numerosas moléculas de Schistosoma, com alvos promissores
para o diagndstico da doenca ( McCarthy et al., 2012; Carvalho et al., 2011; Carvalho
et al., 2014; Silva-Moraes et al., 2014). Estudos utilizando estratégias de analises de
bioinforméatica para selecionar candidatos potenciais para o diagnostico da
esquistossomose tém sido realizados. Analises in silico foram realizadas para procurar
proteinas de repeticdes em cadeias no genoma de S. mansoni, e sete candidatos foram
selecionados para serem utilizados no diagnostico da doenca. Essas proteinas foram
clonadas e expressas em sistema procarioto e utilizadas em ensaios de ELISA com soro
de camundongos, mostrando ser capaz de diferenciar grupos infectados de né&o
infectados e re-infeccdo apoOs tratamento com PZQ (Kalenda et al., 2015). Guo e
colaboradores (2012) utilizaram anélises de bioinformatica para encontrar sequéncias
retrotransposons alvo para o diagnostico molecular de S. japonicum. Além disso, Zhang
et al. (2007) procurou por epitopos de células B em trés proteinas pré-selecionados de S.

japonicum, a fim de criar duas proteinas quiméricas de epitopos multiplos para serem
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usadas como alvos de diagnostico, e mostrou que estas proteinas foram capazes de
reagir com soros de pacientes infectados por S. japonicum.

A estratégia de escolha do nosso grupo para selecionar antigenos potenciais para
serem utilizados em ensaios de ELISA, para o diagnostico da doenca baseou-se em
critérios racionais considerados importantes para tal, como: presenca de peptideo sinal,
baixa similaridade com proteinas humanas e de camundongos, presenca de epitopos
lineares de células B e T preditos, localizagdo favordvel (secretada ou de membrana) e
expressao em estagio de vida do parasito presentes no hospedeiro definitivo. Algumas
das proteinas identificadas foram anotadas como proteinas expressas e hipotéticas, ou
seja, ainda ndo possuem fungdo conhecida descrita, uma vez que ndo foram encontradas
similaridade com qualquer sequéncia depositada nos bancos de dados e por isso podem
representar genes especificos de S. mansoni. Essas proteinas podem ser consideradas
boas candidatas para o diagnostico soroldgico da esquistossomose, uma vez que
passaram por todos os critérios de selecdo para serem potenciais antigenos. Outras
proteinas foram anotadas como putativas e com nome sistematico que provavelmente
indicam sua funcdo por possuirem algum dominio conservado que apresentou
similaridade com alguma proteina ja descrita. Algumas delas, como a trispanning
orphan receptor; TORE, putative; foi isolada e caracterizada como uma nova proteina
encontrada na superficie do S. mansoni e S. hematobium e sugere-se estar associada a
receptores de membrana (Inal, 1999). A myosin heavy chain, putative, que segundo a
descricdo do nome deve estar relacionada com a contragdo muscular, foi descrita como
alvo vacinal por ter sido reconhecida em uma triagem na biblioteca de cDNA de verme
adulto de S. japonicum por soro de coelhos vacinados com esquistossémulos atenuados
(Li et al.,, 2004). As outras proteinas, com nomes sistematicos especificos e
denominadas como putativas, ndo foram encontradas na literatura relacionando-se com
0 parasito alvo desse estudo, o S. mansoni. Embora a anotacdo das proteinas de S.
mansoni tenha sido melhorada nos ultimos tempos, quando iniciamos nossas analises,
utilizamos o proteoma disponivel no momento e selecionamos proteinas que devem ser
analisadas e investigadas para serem utilizadas no diagnostico soroldgico da
esquistossomose.

Alguns antigenos recombinantes tém sido utilizados em ensaios de ELISA para
aumentar a especificidade do teste. Um deles é a proteina IPSE, uma glicoproteina
expressa e secretada exclusivamente por ovos maduros de S. mansoni, que € idéntica a

proteina alpha-1 (Schramm et al., 2006). A proteina alpha-1 foi descrita por Dunne et al
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(1981) como sendo uma fracdo da CEF6 (cation Exchange chromatography fraction 6)
de antigenos de ovos de S. mansoni sollveis em &gua - SmEA (water-soluble S.
mansoni egg antigens) que é constituido de dois antigenos, alpha-1 e omega-1. O
imunodiagndstico utilizando a CEF6 como antigeno resultou na identificacdo de 90% de
pacientes infectados com S. mansoni sem apresentar reconhecimento cruzado (McLaren
et al., 1981). Além disso, os niveis de anticorpos contra a CEF6 caem rapidamente apds
o tratamento da infeccdo por S. mansoni, sendo, entdo um potencial antigeno para
distingdo entre o diagndstico de infeccdo ativa e de cura apds tratamento (Doenhoff et
al.,, 2003). O uso da IPSE/Alpha-1 em ensaios de ELISA utilizando soro de
camundongos infectados com S.mansoni mostrou que ela é o principal antigeno
reconhecido precocemente durante a infeccdo comparando com a fracdo CEF6 e o
antigeno solivel SmEA (Schramm et al., 2006), sendo portanto, um potencial candidato
para o imunodiagnostico da esquistossomose mansoni. Frente a esses resultados, apesar
de ser um potencial antigeno, a IPSE foi excluida da nossa estratégia de sele¢do, uma
vez que esta presente apenas no estagio de ovo.

Outro antigeno que vem sendo muito utilizado é o ACC (Antigeno Catodico
Circulante). Estudos utilizando a proteina recombinante ACC em ensaios de ELISA
para 0 imunodiagnostico da esquistossomose mostraram que a deteccdo de anticorpos
IgG especificos contra antigenos ACC em soro de pacientes infectados com S. mansoni
moradores de area endémica para esquistossomose, pode ser utilizada como ferramenta
importante para identificar pacientes com baixa carga parasitaria (Grenfell et al., 2013).
Ao analizarmos a sequéncia de aminoacidos dessa proteina acessada no banco de dados
gendmico GeneDB (http://www.genedb.org/Homepage) em abril de 2016, verificamos
gue o nome sistematico dessa proteina era Smp_ 140450, e agora passou a ser
denominada de Smp_211120. Em nosso banco de dados, identificamos apenas a
proteina Smp_140450.1 (1063aa) que, a0 compararmos com a sequéncia Smp_211120
(347aa), verificamos 100% de identidade e 33% de cobertura, ou seja, a proteina
Smp_211120 esta inserida na proteina Smp_140450.1. Também verificamos que essa
proteina Smp_140450.1 passou por todas as analises em nosso workflow, estando listada
na tabela 1 com predicdo de ligagdo de peptideos de células T com MHC de classe Il
para os genes HLA-DR em 13 alelos. Novas buscas foram feitas no atual banco de
dados genémico do S. mansoni - SchistoDB (http://www.schistodb.net/schisto/), e

nenhuma das duas proteinas foi encontrada. O fato dessa proteina ter passado por todas
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as analises do nosso workflow, evidencia que nossa estratégia possui um racional
promissor.

Nosso grupo de pesquisa, em 2011, utilizando o banco de dados do SchistoDB
2.0 (Zerlotini et al., 2009) e ferramentas on line de bioinformatica, identificou seis
candidatos potenciais para o diagnostico da esquistossomose (Carvalho et al., 2011),
particularmente a Sm200, que foi novamente selecionada pela estratégia desse trabalho.
Utilizando nossa estratégia atual, a proteina Smp_034420.1 passou por todos 0s
critérios, ndo sendo selecionada devido a quantidade de alelos, que foi de apenas 12. A
proteina Smp_042910 ndo apresentou predicdo de epitopos lineares de células B
utilizando o preditor BepiPred e as outras trés (Smp_171300, Smp_184440,
Smp_184550), apresentaram mais de 60% de similaridade com proteinas humanas.
Embora na estratégia utilizada por nosso grupo em 2011, onde esse mesmo critério de
similaridade com proteinas humanas foi adotado, diferencas de predic¢des feitas on line e
no servidor podem ocorrer. Para as predi¢cOes realizadas no servidor, o proteoma
humano foi obtido e instalado, podendo ser, entdo, uma versédo diferente da utilizada na
predicao on line.

Com o objetivo de validar nossa estratégia de selecdo de antigenos candidatos
para o diagnostico da esquistossomose, dentre as proteinas selecionadas, epitopos
lineares de células B foram identificados nas proteinas que apresentaram predicdo de
ligacdo ao maior numero de moléculas de MHCII. Esses epitopos foram sintetizados
como peptideos sintéticos para serem avaliados em ensaios de ELISA. Nossos
resultados mostram que dentre os sete peptideos utilizados, cinco foram capazes de
diferenciar soro de individuos de area endémica infectados com S. mansoni de soro de
individuos de area endémica negativos para a presenca de ovos nas fezes e de
individuos saudaveis ndo moradores de area endémica. Além disso, baseado na
estratégia utilizada para selecionar antigenos ndo expressos no estagio de ovo do
parasito e que seriam utilizados no controle de cura de individuos infectados e tratados,
0 peptideo Smp_150390.1(216-230), foi capaz de diferenciar soro de individuos de area
endémica para esquistossomose infectados de soro de individuos de area endémica
infectados ap6s 30 e 180 dias do tratamento, sugerindo o uso do mesmo para controle
de cura apés tratamento. Além disso, outros parametros podem ser trabalhados para
melhorar o resultado do teste. Oliveira e colaboradores (2006) sintetizaram sete
peptideos provenientes de proteinas de S. mansoni e avaliaram em ensaios de ELISA
para o diagnostico da doenga com pool de soro de individuos negativos e positivos para
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esquistossomose com metodologias de sensibilizacdo diferentes. A maioria deles
apresentou resultados melhores quando sensibilizados por 30 minutos a 37°C antes de
serem incubadas por aproximadamente 16 horas a 4°C.

Embora nossa estratégia de selecdo de peptideo tenha sido baseada em critérios
racionais, como predicdo de epitopos lineares de células B e de regides intrinsecamente
desordenadas, outros epitopos da proteina poderiam apresentar potencial para o
diagndstico dessa parasitose. O critério de predicdo de regiGes intrinsecamente
desordenadas ndo abrangeu todas as proteinas, consequentemente, nem todos 0s
epitopos selecionados possuiam essas regides preditas. Embora Bueno e colaboradores
(2011) tenham confirmado experimentalmente a relagcdo de regides intrinsecamente
desordenadas (IDRs) com epitopos lineares de células B altamente imunogénicos em
Plasmodium vivax e também em outros resultados de trabalhos de colaboradores com
predicdo de epitopos de células B associados a regides intrinsecamente desordenadas
em Leishmania infantum ter sido maior que ao acaso (manuscrito em prepara¢ao), mais
estudos sdo necessarios para inferir se essas regides intrinsecamente desordenadas
seriam promissoras para selecdo de antigenos de S. mansoni ou ndo, uma vez que 0
peptideo que obteve melhor resultado em nossos ensaios ndo possui predicdo de regides
intrinsecamente desordenadas.

Uma das proteinas selecionadas e expressa por nosso grupo foi a Sm200. A
forma recombinante de parte desta proteina contendo os aminoacidos de 1069-1520 foi
expressa em bactéria e utilizada em ensaios de ELISA para o diagndstico da
esquistossomose. A Sm200 é uma glicoproteina, com funcdo desconhecida, ancorada a
membrana de vermes adultos do S. mansoni através de uma ligagdo
glicosilfosfatidilinositol (GPI). Inicialmente foi identificada no tegumento do parasito
(Sauma and Strand, 1990; Sauma et al., 1991) e posteriormente chamada de 200kDa
(Hall et al., 1995), Sm200 (Racoosin et al., 1999) ou ECL (Nascimento et al., 2007). A
sua localizacdo na superficie do tegumento do verme adulto de S. mansoni foi
confirmada por uma raspagem enzimética superficial que detectou sua presenca no
tegumento (Castro-Borges et al., 2011).

A parte C-terminal recombinante da Sm200 avaliada neste estudo apresentou
34% dos epitopos de células B preditos na proteina inteira e manteve a sua
antigenicidade, uma vez que foi reconhecida por soros de camundongos infectados com
S. mansoni. No ensaio de ELISA, a reatividade para rSm200(1069-1520), de soros de

camundongos infectados aumenta a medida que o parasito se desenvolve dentro do
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hospedeiro definitivo (Fig. 16). Estas observacOes estdo de acordo com os estudos de
Norden e Strand (1985) que detectaram maiores niveis de anticorpos contra a Sm200,
140 dias ap6s a infeccdo. Além disso, os niveis de expressao preditos de proteinas de
tegumento de Schistosoma nas diferentes etapas de vida do parasito no hospedeiro
definitivo indicam que a Sm200 possui baixos niveis de expressdo em estagios de
cercérias e esquistossdbmulo, niveis médios de expressdo em ovos e niveis altos de
expressao em vermes adultos (Fonseca et al., 2012).

O teste de diagndstico baseado na ELISA-rSm200(1069-1520) foi capaz de
detectar 60 camundongos positivos em 120 animais que foram infectados com
aproximadamente 25 cercérias da cepa LE, representando uma sensibilidade de 50%.
No grupo de 120 camundongos ndo infectados, apenas um animal foi erroneamente
considerado infectado por S. mansoni, resultando em 99,17% de especificidade. Este
resultado falso positivo ndo pode ser atribuido a reacdo cruzada com A. suum ou A.
ceylanicum, uma vez que ndo foi observado nenhum reconhecimento cruzado utilizando
soros de animais infectados com esses dois helmintos.

O diagndstico da esquistossomose, em individuos com alta carga parasitaria €
prontamente realizado por métodos parasitologicos, como Kato-Katz. No entanto, em
areas de baixa endemicidade, onde os individuos infectados possuem uma carga
parasitaria baixa, uma lamina de uma amostra de fezes na técnica de Kato-Katz
apresenta 22,2% de sensibilidade (Siqueira et al., 2011). Aumentar o nimero de laminas
e amostras de fezes para 18 e 4, respectivamente, aumenta a sensibilidade da técnica de
Kato-Katz para 80,6% (Siqueira et al., 2011). O uso de soros de individuos que vivem
em éarea de baixa endemicidade para esquistossomose demonstraram que a rSm200
(1069-1520)-ELISA foi capaz de discriminar soro de doadores saudaveis ndo infectados
e individuos infectados que vivem em areas endémicas para esquistossomose, mas nao
discriminou individuos provenientes de areas endémicas com exame de fezes negativo e
positivo. O reconhecimento da rSm200(1069-1520) por soro de individuos que vivem
em areas endémicas para esquistossomose com exame de fezes negativo poderia
representar resposta de anticorpos a infeccdo anterior ou infeccdo ndo diagnosticada
pelos exames realizados. Estes resultados demonstram que a rSm200(1069-1520) pode
ser utilizada em ensaios de ELISA para excluir o diagnéstico de esquistossomose em
individuos apresentando sintomas de doencas semelhantes, uma vez que os sintomas da
infeccdo por esquistossomose sdo semelhantes aos sintomas associados com outra

infeccOes intestinais. Também é importante ressaltar que embora apenas uma parte da
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proteina tenha sido expressa, mesmo com uma porcentagem consideravel de epitopos
lineares de células B preditos, a expressdo da proteina inteira poderia melhorar o
desempenho do teste.

A outra proteina expressa, SmVal7, faz parte de uma familia de genes de 28
proteinas denominadas de proteinas semelhante a alérgeno de veneno - Venom
Allergen-Like proteins (SmVALSs). Esta familia de genes é dividida em dois grupos,
sendo o grupo 1, em que a SmVal7 esté inserida, constituido de proteinas que possuem
peptideo sinal e podem ser secretadas e o grupo 2, de proteinas que ndo possuem
peptideo sinal, podendo ter funcdo intracelular (Chalmers et al., 2008). A SmVa7 ¢
expressa na glandula esofdgica de vermes adultos de S. mansoni e sua expressao é
visualizada logo nos estdgios iniciais de cercaria e esquistossdmulos de 10 dias. A
expressao da SmVal7 unicamente na glandula esoféagica do parasito sugere um papel
relacionado ao processo de alimentacdo do parasito ou na protecdo contra o sistema
imunolégico do hospedeiro, uma vez que o tubo digestivo € o segundo sitio de maior
interacdo entre o verme e o hospedeiro (Rofatto et al., 2012).

Embora essa proteina tenha sido selecionada para ser utilizada no controle de
cura pos-tratamento, pois ndo possui predicdo para o estagio de ovo no hospedeiro
definitivo, os resultados dos ensaios de ELISA utilizando essa proteina recombinante
mostrou que ela ndo foi capaz de diferenciar soro de camundongos infectados com S.
mansoni de soro de camundongos infectados e tratados. De acordo com esses
resultados, outros ensaios devem ser realizados utilizando soro de individuos de area
endémica infectados e tratados, e também subclasses de anticorpos IgG para avaliar se 0
perfil distinto de resposta imune humoral com essa proteina recombinante também
poderia discriminar individuos negativos, positivos e positivos tratados de area
endémica.

Fazendo uma comparacdo dos testes utilizados para identificar os individuos
positivos de area endémica, que foram Kato-Katz, TF-Test® e posteriormente PCR-
ELISA, nossos antigenos Smp_150390.1(216-230), rSm200(1069-1520) e SmVal7
utilizados em ensaios de ELISA com soro desses mesmos individuos apresentaram
sensibilidade consideravelmente maior que a técnica de Kato-Katz com 2 e 18 laminas e
PCR-ELISA. Adicionalmente, o antigeno Smp_150390.1(216-230) apresentou
sensibilidade maior que a técnica de TF-Test®, demonstrando que nossa estratégia para
selecdo de antigenos potenciais para serem utilizados no diagnéstico soroldgico da

esquistossomose atingiu o objetivo.
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7 CONCLUSAO

Nossos resultados demonstram que a abordagem computacional utilizada para
realizar predicdes de antigenos para serem utilizados no diagndstico soroldgico da
esquistossomose e no diagndstico de cura pos-tratamento apresentou um racional
promissor. Nossa estratégia de selecdo in silico apresentou antigenos que podem ser
utilizados no diagnostico soroldgico da esquistossomose com sensibilidade maior do
que o método parasitoldgico convencionalmente utilizado que € a técnica de Kato-Katz.
Além disso, o ELISA utilizando o peptideo sintético Smp_150390.1(216-230)
demonstrou que o mesmo possui potencial para ser utilizado no controle de cura ap6s

tratamento e em inquéritos epidemioldgicos.
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ANEXOS

ANEXO I - Artigo publicado referente ao trabalho de doutorado

- Artigo: Carvalho GB, Pacifico LG, Pimenta DL, Siqueira LM, Teixeira-Carvalho
A, Coelho PM, Pinheiro Cda S, Fujiwara RT, Oliveira SC, Fonseca CT. Evaluation
of the use of C-terminal part of the Schistosoma mansoni 200kDa tegumental
protein in schistosomiasis diagnosis and vaccine formulation. Exp Parasitol. 2014
Apr; 139:24-32.

O artigo cientifico apresentado a seguir corresponde aos objetivos 2, 3 e 4 referente a
proteina rSm200(1069-1520).

Titulo: Evaluation of the use of C-terminal part of the Schistosoma mansoni 200kDa
tegumental protein in schistosomiasis diagnosis and vaccine formulation.

Autores: Carvalho G B, Pacifico LG, Pimenta DL, Siqueira LM, Teixeira-Carvalho A,
Coelho PM, Pinheiro C da S, Fujiwara RT, Oliveira SC, Fonseca CT.

Revista: Experimental Parasitology. 2014 Apr;139:24-32.

Na busca por candidatos para diagnéstico no genoma do parasiro S. mansoni,
nosso grupo identificou a Sm200, uma proteina de 200kDa do S. masoni como alvo. A
forma recombinante desta proteina contendo os aminoacidos de 1069-1520 foi expressa
em bactéria e utilizada em ensaios de ELISA para o diagnostico da esquistossomose.
Nossos resultados demonstram que este ensaio foi capaz de discriminar individuos ndo
infectados (doadores saudaveis) de individuos infectados, havendo correlagdo positiva

entre a absorbancia detectada no teste e a carga parasitaria do individuo infectado.

130


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Carvalho%20GB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24560833
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pac%C3%ADfico%20LG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24560833
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pimenta%20DL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24560833
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Siqueira%20LM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24560833
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Teixeira-Carvalho%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24560833
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Teixeira-Carvalho%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24560833
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Coelho%20PM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24560833
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pinheiro%20Cda%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24560833
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fujiwara%20RT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24560833
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Oliveira%20SC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24560833
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fonseca%20CT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24560833
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Evaluation+of+the+C-terminal+part+of+the+Schistosoma+mansoni+200kDa+tegumental+protein+in+schistosomiasis+diagnosis+and+vaccine+formulation.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pac%C3%ADfico%20LG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24560833
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pimenta%20DL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24560833
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Siqueira%20LM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24560833
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Teixeira-Carvalho%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24560833
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Coelho%20PM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24560833
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pinheiro%20Cda%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24560833
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fujiwara%20RT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24560833
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Oliveira%20SC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24560833
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fonseca%20CT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24560833
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Evaluation+of+the+C-terminal+part+of+the+Schistosoma+mansoni+200kDa+tegumental+protein+in+schistosomiasis+diagnosis+and+vaccine+formulation.

Gardénia Braz Figueiredo de Carvalho

Dremerrsl Fmmiogry 178 (2004 24 -12

Journal R s pEg e wate i wie r oo (ko als /e L pi

Conkent e aeanlanbs a1 5 o noe D

Experimental Parasitology

Evaluation of the use of C-terminal part of the Schistosora mansoni
200 kDa tegumental protein in schistosomiasis diagnosis and vaccine

formulation

{D Crearfie=t

Gardénia Braz Fgueiredo de Carvalho®, Lucila Goncahves Grossi Pacifion ®,
Deborah Laranjeira Ferreira Pimenta®, Liliane Maria Vidal Siqueira®, Andréa Teixeira-Carvalho®,
Paulo Marcos Zech Coelho®, Carna da Silva Pinheim °, Ricardo Toshio Fujiwara®, Sergio Costa Oliveira®,

Cristina Toscano Fonseca

d T

*Cavrods Pecs o B fachon, Fibcrao-AS, Salo Morsrorse, M Bras?

b Neportormemro de Soh oo do fstiero de oo da Sl de; Cwver et od o Paderod’ da ol i, Saleador; 84, ool

¥ Lisbweatiwroder fren molbyen de Dosrem b jineionm, Dap ordommrets de §icpiresea o e dlogn, Cever s ol o Facbernd o o W o Greee', Seib Alortoorstr, ASC, Seers?
¥ caswmramo dir irmunoiga § Candmim de Forodim, Deportormemeo dir form folbyn'a, Cirsveredoder Feder of dee Minm Caros, 8 alo Morsores; MG, Sool’

" i i Naconal de (o ¢ Tarnolbya e Domeen Tropieas 80 0T St

HIGHLIGHTS

GEAPFPHICAL ABESTRACT

o PRI [10E0-1 20 Sl o sl
o i Oy o et il SR

& PSSO (10801 500 ienasaral bes
et -0 groaleeties by aelens
el

o P O EIIGA, e paaeatal &
iy o R asall g sty ol
F13R = aboeareans gy asan

Thae Cei sl e ol o 000 Rl ol o i il s oo g ol ol i i, S V0, (s ot g i
i et felianas S Sae, Bl e SE 00 ([ U0 BS-EILEA sean dann g el B B waid oS ke
gy S ol g e s s

o o e o o M

AETICLE INF&

AESTRACT

A oy
Remved 13 Augpot J013
Recmved in mrvmed foemn 31 Jem ey S04

Ao al 9 Moy 5114
Avpihiz online 1§ Felbwoaey 2014

Morarords

T OFTO ST
Term mere

T2 ()

O xgrumis

Farane

Shednamma mrhow sl Goovdved B csesiyl Desobesn By paraey dervival sl maeesn a
et Sy dds ety casaldales By vaocosd a el dopsadn Qs @i oty (o S vty aaitall
s casdalate s, seedoonly destaran e d By Saeleesnrs el s o e o el o B g snoe Degoses
asrarey B wan Sen D, s B vk e Bave desad asd e sed a moosskiegsn Sees o Sedilh
i il (1RG0 1 S0 ] meghnn Ther eforary off @5 W) [ 00E0- 1 S0 sk 4 el iy

asall o e Sestspee i o o atriSa A el S T R One W el o e Dy o s LIS A Bl -
Al apcary ased Peeesdates aalooek o S Spafiasl Efeenis Btwos saxr-nfecind asasl
acoiely eamad o ratacally miainnd aassali wew olbaernl el S CEE g TS s by all
W e e AL e O Aoyl o ooyl avem B cadl e, r RS ANLE IR, e ool s -
ctmresale ol caloddleals foen bealiby doses a0 oy oo ealesad ama for sy B
Sl ey st e Beleer o ctallivialodals o g low esalesrod oo a e el i [ s T Burer

¥ Commprdny b o nohmo de [ousmoonms, O de Fenuan Bnd Behiou, Avnids gpasn de Ume, 1715 Gero Frem, (5F- WIS 04ER | Beia

Honxmoe, Miras Caras, Beanl.

- re b - oo cnn e Socmu b [T, Formec |

Tese — Anexos

B )b w1 L T 1 o o TN T LT N
00144 B4 N4 Owaner e Al mpho smereed

131



Gardénia Braz Figueiredo de Carvalho

Tese — Anexos

A Carvaho ot d B amenia’ Poroedoibgy TH (2074] 24-02 25

P g d gl e ool e e st e, Bedoeslbesn 505 s 00 b Talad e e Sentni e 4 gasis

g b, ol S Rl Mgy T e Ot ol 2 o S 0 il B et

B

reipiae b mere, Themlem SO0 | Weal- S I0-ELISA repasieni s st ol ek il b S

gl of el eins

o 200 4 Elieler o AN gl = tved

Sohistopom s s remains 2 senious poblic health problam in 76
countrss and tennitories of e workd Wit mone shan 200million
indriduals infered and causing anmual lossss of 104 millon in
DWLYs [Engels ot al, 2002, PAHIWHD, 3007} Although eflechive
drugs 2 g3 tachis menmiasks 2 uead in diseas e contnod programs,
the prevea benice oifitihe diseaee nem ain s unabered and nesdi se s fool
and acwie outbineglies 2 obeereed waorbdesde [Van der Werd etal,
00 Coum and Amaral, 20040 Also dnog resistance by he
parasites st be considesd (Doenhofl ol 2000, Farevick and
Wizh sieT, 2006) and an efleative vaooine Jgans t oo hichoomi g i
gzl mlbde. Addiricna iy, du sto changesinthe spidem iological prfile
of the disease with an increased momber of individuals with bow
inmeneity of infacnion, assoclaed with Sie ko seno sy of Kano-
Kz mediod in low endemic aeas, 3 mons sansitiae diagnosts mer
s needed o conmibute o the con ol of diseas e, espedially dissase
ransmits shon (Feddmeser and Poggens &, 1993, Kongs aral, 2001 ).

M 5 maegies for deseloping an ofarmve vacone fonmulaton
and more sensitve diagnos ks method for schi sosom lsts are been
proposed by sseeml ressamh groups. Reoendy, Oor group pngp osed
a scmening sraegy, basad on rasonal oritenia, to sse S g in
sirn analysks of the Sotdonamms mmsand genome, ¢ andi dares to be
ueed in an FISA-fa<ed dagnoss medhad (Carvalho o2l 3017}
5m 200, a ghyooproisin with un knosn fu notion, linked o 5 s

adulr worm membrane Siough 3 ghoos p hospha sdyiin osind
(PI) anchor was one of the antigens seleohad a5 a parens al candi-

dare 1o comipeee an FLSA. dlagnostic st for sohisneoamiasis ( Sa-
ma and Smand, 1990; Carvalho ot al, 2017} This prahein weas
inirially idersified in the egument of the paooite (Sauma and
Birand, 1990; Sauma = al, 19591 ) and Lter fenmed 300 kDa (Hall
o al, 1585), SmI00 (Racoosin = al, 195939) or BOL (MasdmemD
o al, PO07 ) Irs kecatan on the tegument surface fom 5 eened
adullt wonms was recently onfimmed by 2 proeomic analysis of
the surface proieins obQined by an enmymatic shasing technique
(Castre-Borges o al, 2077a) S5m0 has ales been assool aved with
praziquanee] eficacy, 5 ince amnsbad ks againe dhis pro®edn can re-
siire: drug efficacy in B osll daplsted mice (Brind lay =t 2, 1969)
Farasie fegument proeins Epresent intemsiing Qe (o be
used i waraine fonmulation, sinee e tapument s @ dynamic host
Jortesra ool e urifa o rvodheadd i ass entila S e 5 Miee T EITion, San-
Loy macepdiom, bmmun e ewa oo and mesdol Skon | jones oral | 2004,
Van Heflzmoned o al, 2006) Indead many tapument 2nE gens and
even the tegument itsel hawe beon poved @ induce proedive
fmumume: regpeornse inomice (Seddiqui e al, 3003; Tran ot 2, 2006,
Cardosn ot al, 3008, Teeio de Mado o 2 3010) Poni snomoire.,
IDiLA e uniza Son with Sm3id induces 35X iin mice and
an increaned produc Son of 51 and BGEa (Mascimens o al, 3007 )
Bazidas its ivvolvement in praeiquan el efficacy and s abili
D induce profecsve (mmunity @0 2 DA immuniz ason proocsl
2m 200 prodsin has never been testedas antigen in sandogical dag-
ks sy nor has ifs meoombinant fomm basn teched in 2 waodine
fonmulation In e presen tsoudy, mmmﬁmdm
oontain ing the amino acids from 1063 o 1520
nc-nmmdnmummﬂuummnm
meosbor cal assays to evabua 0 m muneggen iy, e fficacy in dissase
diggnosis and ability o ind uoe prosecion in mice The C-enminal
part of Sm00 induced significant speaific pesdu ation of IFN-y,

1L-10 kG and ki1 ansbodies bot failed to indoce 2 protecsve ne-
5pones In dmemunized mice. S0 || 13- 1500 -BEA cauld dis-
criminate between healthy donom not Mwing in endemic anea for
sotisronnmiasts and |nfeoed indivicduals from a low sndemic are
fior sohismenmists ot coold nor dsoriminare indiiduals from
am endem ke area for schi sioeom lasts Enown To have ne@ihe o po-
sigve stools after axaminaoon. Theredfore Sm200 (1089-1520)
ELISA, togrerher with epidemi chogical daim, nep msens an impontant
e i e e i e diagnosis of schistosomiasis

Z.1. B osll epdigpes preciicibon

The Bosll spimpe predicton was perionmed using the whobs e
gquence of Sm200 obiained from (Gene Bank - Acess Mumber:
FS01H0E]) in the program BOPREDS: B-cell epitope prediction
Server wershon 1.0 on Mne aco=ssad on Awgpust 200 2 (ke allahoos
| astate s bopnad 5 fpredict o [ Aumil no 20 sequences of 22 mer
pesenming 753 of spenificiny were conciderad B oell apitopes

2.2, Sma samples

Z.2.]. Mice wra

Dne hundred and reenty Seics female mice werne obined
firam Rene Rachou Reszarch Can e Fioomue) oty and they wee
usad o obtain se@ samples Cercariae of 5. mumesond (LE strain)
ware maintainsd routindy on Beoopbabria phicas snalls =
CPQRR and wer obtained by exposing infecred snadls o Bght dor
1-Zh o induce shedding Cescanial rumbes and wability wee
dtermiined wsing a | igh T miorasonpe. priar to infeorion. Selss mice
were infecred individually by subomfansous mute with Zpp -
mately X5 corcaniae of X oumnsond (LE Strain ) The blood
were aollectad by retro-arbital plewes fmm all mice bedore e
infection (day 0) and after infecgon at days 15, 30, 45, 60, 75, 90
[aoute phase of dissase), 120, 140 (chmonic phase of dicease)
post-infarion At e and of e experiment mice were s nificed
by cerwical fracmore and perfusion was performed in onder to senify
parasie burden

Additionally, C5TELE and BALBK mice wer obtained fram e
Federal Unikersity of Mins Gemis (UFMG) Geiling, infeoed with
Amcpesiomy cepamioem and Asoanis suom mspediedly by gavage
with 50 infacsse Liva © obtaln ssrum samples. In arder fo main-
tain the sooin of A ceplamiom the egrs of Geces from bamcer i
processed by Baermann Moraes modified technique (Bargane
et al, 2003 for recosery of the infeathe larvas. A saem adult
worms wer hareesied fom pigs & a Brazilan shughterhouss
{ Bedo Horizon e, Minas Cerais, Brazl)

Z. 27 Humwm sera

Sem from forty individuals | female male: 1522 foom a kow en-
demic area for & summsssd indection (Padra Preta, Mines Comis, Bra-
2iljand 15 2272 from healsy donors | HD(fmale ma e 0509) not
lrangin endemic ara for sohistosomia st were used in this smdy
Feevcall 5 amples fomm all in dividualls Wving in =nd smic ama for schis-
tosomiass were eabuated for the presence of § manned eggs by
the Kato-latr (Kaz o 2l 1972) and TF-Tes™ in arder o deenmine
the infedtion satus A otal of sighteen shides from four decal
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samples for sch panScipan T were examined by Kaodaz Thres
fecal samples of S00mg for each pamiopant were scamined by
TF-Test™. Infecied indiwiduals {BNF) (female fmale1 0 10) presened
ol mwe fecal examinaon resuls in both Karo-daz and TF-Tea®
with linhens ity of infeotion Quoging from 1 6o Z5EPG (s per gram
of feces) Megthe indiwduals (MEC) (femalejmaisi08/12) pre-
sented negatve el samination remls in boh fess Infaced
indivichuls were mazed with 2 singe oral doge of praziquanied
(50 mficg for aduls ), acording © Sie mommendaton of Se
Bmziian Minisoy of Halth

2.3 Doming expesden and pudfnytion of racombdngmt I
[ NME-1520)

Total FNA from 5. messmd adull womm s was exmaced and e
messenger ENA [MEMA) was purified using FNeasy Kit (Qlagen)
acaring to the manuiacrer. The camplemengry DNA (cDiA)
was obmined from mi A S mu gh KT-POR amph ficason s ing spe-
cific primers designed fior the S0 fimgment of 33074 550ph,
[semme 5 OOLGEATOOLTIATTTACACACAACATTTC 3’ and anceenee
5 OCOCTOGACTCCTATGCTATCACTTACTIG ¥ The amplified
product was purified, digesed with Bymbl and Sail and linked 1o
the harenial exprescion veonr pETEE) [Mowgen) digesed with
the same erzymes. The presence and oommed onen@tion of e
ST gene were confinmed uoing the *DYEmic™ ET dye #rmi-
natar cpcle ssquendng (Maga BACE™ T kitand the Maga BACE 1000
capil Lary sequencer (Amersham Bioscences). rEmz0g (1063-1520)

was expreseed in Escherickdy ool with an in-frame six-hicnidine
C-terminal tag using the pETESa expression wecwnr. For proedn
expiress bon, tansfarmead BLENDER ) cedlks were grown in 1L LE
medium plus ampicilin (1 mgimi) unel achieving absorbance of
L5 in GO0 K. Dre milimolar ofi sepmpyithis- b-@loos de (1P,
il noegen ) was added o the cule and cells wene incubared for
4 1 at 37 °C Calls were thenhanvested by cente fugation andrasus-
pended in S0mi of 10mM MazHPD, 10mB NaHPO,, 058 Nad
and 10 md imidrole Subcequently, e cells were submited to
three 30 s-opcles of sonkcation and cemrifuged & 54007 for
20 i T rSmE00 was necowened 35 nclusion hodies and solubi-
lzed in S0ml of M oo, 10 md MaHPO 10 ms Ml M,
L5 M Mall, and 10mM imedaznle. The prowin was purified by
affimity chromatography ana Mi-Sepharce: codumn (HiTap dhelat-
ing 5 mi) under denaturing conditions using an AKTA exploner
chnoamamegraph (GCE Haabrhoare), aooonding 1o the manuionne-s
protocol. Fracsons can@ining ram00 were dialyzed against PES
pH 7.0 The diabysis was carmied out 3t AKTA scplarer using a Hi-
Trap Desaiting column [ GE Healthcare). The soum binant peoteins
were quantified accoeding o Bradiord ( 1976) and used 25 anggen
in wacaine Sormm Larions and §n immunedogical asays.

2.4 5D5-PACE ana Western bld 1D

Raooan bidnant Smi300 [ 1089-1520) and the molsoular wwsSghs
[Pageruler Prestained Proein ladds, Thenme Sdendfic) wem
laaded o v diffemnt 100 or 129 dan atoning pdvaoylamide gaic
and separated by elcmophoresis (lasmmil, 1970) The prteins
fmm sach gl wers trancfemsd © nitnocellulese mambones
[Amesham Boecknces) as peviously desmibed [Towhin o1 al,
1973} and the meambones wene hioded with 53 powdered milkc
ar &5C awernight. D miem brane was inoobared ina 13000 dilu-
o of anmiG = HIS antibodies (GE) in TEST fiar 1 b 2t nom em per-
amure The other was inoubawed with a pool of ssrum from £
s inferied mice (120 for Th & mom emperaune. After
e was hes with TEST (05 M NaD-002 M Tris [pH 7.5], 005
Tweeen 20}, the Membranes were inoubared for 1h 2t resm rem-
peramre with and-mouss lph-alialine phosphatace conjugae
122000 [ Spma Aldrich ) or 12000 [Southenn Bwoech) in TEST plus

3T powdersd milc Finally sach membrane wa washed fime
Times with TEST and meaned with Allaline Phosphagss @aoon
deveioping buffar containing nitroblus ferazolium (NET) and
5-hnamo-4-chiono-3-4 ndotyl- 1-phasphate (BOP). After the mactian
was devel qpad, S membrane was washed using dissliad waier
and dried in fiiter paper.

Z.5 rEoid | NS ) 50 - ELISA

T S5m0 [ 10655 1530 ELEA were firer standardized wsing 1
amed 5 g | off e recoimibdn ant praredn W s incubarions of pood of
zera from non infeceed and infeoed andmals orind e dual <in szl
dilugon in PEST beginning in 1510 and ending n 1010280,
oo jugate difution in PEST of 1:5000 and 1:10000 (anfi-moooe
IEG-HRP) or 130,000 and 1:60000 (ans-human E-HEP) were
alen assayed The FLSA assay was perdfomed in fla-bomom plae
[ Maxizornp), wsing the SmP00 (1059 1530) recsmbdrant andgn
The plate was coahed with 100 pifsell of 005 M biarbonae cr-
bonawe buffer, pH 96 conmining 5 pgiml of e rSm200 | 1063-
1520 (5 pgiml) and inoobated for approimarddy 16hat4°C In
crder to remose the unbound petsns, e plaes were washed
thiree Times with 300 ul PES oontal ning 005K Tween 20 [FBST)
and hiloded with PEST and 3X powdered milk and inoubaed for
approsdmaedy 16 h at 4 °C The sso obtained from animals in-
flected with 5. mamsond or A S or A ceplodioem wer difuted
1:40 in PEST, z=ra i‘l:lﬂpltl'lu were ditunad 10100 in PEST. A
100 i par weell of difuted sera were added © the plaes and incu-
bated far 160 af 4 “C Plates were then washed and inoubated for
Th with 100 of and-moues G onjugaed D peocdice
[ Soarthiern Biodec ) dilutad 1: 10000 ini PEST ar anti homan-ipk con-
jugamed mo prmakdase (S4pma Aldrich) dilohed 1350000 in PBET.
After further washes, the reacsan was developed for 15 min Wit
10 of 3355 femamedyibenzidine (TME) bquid subsrare
and e reaction was stoppad with S0p of 5% sulfunc acd. The
optical density was measored with amomated ELBA neader
[ Biarad), wsing a filer of £50 nm.

Z.5 bromaminndon poratoal

CSTHL female, 6-5 weedes obd, were obtained from the Federal
Uniwersity of Minas Gemis (UFMG ) animal Sollity and ueed in the
i e 73 S0 [promcoks. The mice wene divded into teo goup s of
ten mice 2ach and they recsved subcu@necwsty (S0} in e nape
o the nedk, an of rEm300 (25 ug)and mal ) or PES a5 a con-
trdl an daws 0, 15 and 30, The necoamibin ant proedn o the FES was
formulated togesher with Freunds adjuwant (CFA-complste Fre-
ured % adjuwant o first mmunization and TR~ noom plete Freund s
adjreantt on the bocsers) Fieen days afer the st baosr, mice
wer challengad through peromtaneous expocure of the ahdom inal
=iin fior 1 hiln'water comtain ing 100 cercaniae (LE strain ) Forng-free
days afier challenge, mice wene amificed by cervical foomune and
perfusion was pedfomed for collar@ing waonms in S messnery
and Wver a5 desoibed by Pellegrne and Squsina (1956). Aler
the peduson, the leer of e animals were remowvad, weighed
and digestedwith 1065 KDH. The e s weTe obtained by cenmifug-
than 2t SO0 fior 10 min and weere resspendadin 1 mi of saline. The
rum e of efgs present in this ongn was deenmined wsing a bght
mirosnpe. Teo ndependant aqpermens wers performed to
demermin s protecson levels

The profecton was caculaed by companing e nomber of
worms recovered from the waconated group with ifs respectve
ooy el o, using e dormmla

PL = (WRCE — WREC] AWROE = 1005

whee PL = pratastion bavel, WRC G = Wonmes redveerad from aontnal
Franp, and WREG =wonms moovered from expenimental groop
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Z7. Anibogy recpome amalysls

Finslicvavingg rmm uniz aion, sara of En mice from each varcinated
or oonbndl o p e collacied at 3 reo-weeek ineral Measare-
mens of speanific antibodies wer perionmed wsing indinea FLSA
Saxisom S95-well micraniter plates | Munc, Denmank ) wene ooaded
with 5 ugmil of rSm200 in casbonate-hicarbonare bufer, pH 95
fior 160 & 4°C, then bladeed for 2 h at mom emperaune with
o0 plferall PEST |phosphare bufier saline pH 7.2 wath 0LOSX
Tween-20) plus 103 FES (fedal bowine so@ ). One hundread micodi-
iers of each s=rum difuied 1:100 in PEST were added per well and
inoubated for 16 a room tempeqiure. Ple-bound antibody was
detected by pencockdase-con jugated antb-mouse laG, BE and
kpZa (Sigma Aldrich) difued in FEST 1:10,000, 1:5000 and
12000, mspeatively. Dolor neacton was developed by the addition
of 100l per el of 200 pmed OPD (o-phenylensdiamine Sgma
Mbdrich) in cifrate buffer, pH 50 phus 0045 Hp0y for 10 min and
sopped with S0l of 53 sulfunic acd per well The plares wene
mad at 495nm in an ELSA plate resder (BioRad, Herooles, CA)

2E. Cptokine mulysis

To evahue cwoline profile induced by immunization, mice
were immunized with shee doses of Z5pg of rSm00 (1069-
1520} o PBS 25 3 o] group plus CFAVIFA (R =4 for each group).
Ten days after the lasr immunizason dose, splesn oells were o
Lared from maceraed spleen of ind b dual mioe and washed mvice
with merile PES. After washing, the cells wer adjusted o 12 10°
cedis e waedl for IL-4, IL- 10, IFN-y and THF-a 255295 in RPMI 1540
medium (Ciboo) suppbemeanted with 10% FES, 100 Ujmi of penil-
lin & sadiom, 100pgiml of sTepomycin sulare FSOngml of
am phoericin I Splencoytes wer maintained in culure withimad-
fuarn 2o ar Sribmeal aed with rEm 300 (25 ughmil ), weith ooncan e
kin A [ ConA) (Sugimi} or LPS {1 pgimi) 2 presoosly descrbed
(Fomseca et al, F004; Mantins & al, Z012). The S6-well plates
(P inec ) e i i dnesd B0 an nooabae ar 37 0 wearh 5500 Qal-
e supeTnaEns wene oollsorerd after £ 45 and TZ b The ascays
fior measumment of IL-10, 1=y and THF-3 were perionmed using
e Dcmet ELIGA, it [ RED Diagn cesic, Minneapalis, MM aooonding
m the manfacmrers dirsoions

28, Branctnyd aoalyss

The soffavare pacikage Graphifad Priem 40§ Graph Pad Sofreane,
San Mg, CA USA) was used in sRosocal analysts . Sodent’s f-est
or ANOVA tesr followed by Dunett poct-tes smooocal anabysks
were periormed in samples with 2 nommal distribason. Mann-
Whitney test or Krosial-Wallis test followsd by Dunn post-fest
smicical anal e in samples withour 2 nonmal
distaib uson m’:ﬁaml mpmum -i:u-edFH ared mon 4 nfected
Froups " results were detesm ined neing the oorves of the Receprar
Operatn g Thagotens 805 (ROC cunees — Reospior Operasng Char-
aerEnc] The comelmion betsesn aiwmorbance dereced in
ERmnA00 ([10E3- 1500 -FEA Tesr and ogg bunden deenmined by
Kam-Kaz marhods were analyred using Spanman nee.

Z.10. Brikges

Al procedures iveolving animals wene: approsed by Se kecal
Efhics Commission on Animal Use (OFRA) from Foome | IWES-

10} and Fifics Comenl ghee on Animal Use CFTEA. from UFMG | pro-
ol 172/2010) The uee o sera fmm | ndividuals elng in Pedra
Peta endemic ars for schisoeomisok was approsed by e
Effical Resear b Coamim igree of the Rend Rachou Ressgnch Inssmote
- Fioruz ((CEPSH)CPQRR O3[2008) and the Mational Ethical Board
(T4 3008, COMEPI4ESG). The use of 2@ fram Healthy Donar

was appmed by the Brhical Ressarch Commites of the Rend
Rachou Fezzarch Inesmime - Fioone (OEPSHCRGRR OG)00E:
105/ 2004-0F 2 15-TEC) and the Madonal BEfdcal Boand | 7540008,
COMEF] £555] The objectves of the stody were pressmmad and
explaimed 1o all parScipans and weriien consent W oboined
through signing a fom bedore adm ission mo the smdy.

3.1. B cell spitapes pradichion

Predicting epimpes in antgen soquence i one rakonal oiteria
for soeening candid ahe antigens o be wsed in immunod G st

Ui ng e wehole SMB00 aming 30d sequence we pedfomed B ol
epitope prediotion of linear B cells spitopes. Oor esols demon-
smamd M among the 35 B cells epitopes prediced by BOpred
in the saguenoe SME00, Se rEME00 (1063-1520) C-tenminal pas

pEsent 12 epinpes canmesponding to 343 o ol B odls spinpes
pedicned for wehole proten (Fig 1)

3.7 S0-PAGE amd Western bhat 1D

The expres sion, purity and immun qgenicty of rSm200 [ 1063-
1520 GxHis fag fusion protedn were assessed by SE-PAGE and
Westem hloming andlysk. Fig 3 demonsmaes a proedn with
approcimately 65 kla, which 5 recognized by an antl-his anti-
body (Fiz 2A) and by pood of s=ra fram mice infeoed wim X
e (Ag JE)L Any non-specfic recognition of e im0
[ 1053-1530) was obsereed using sera fram non-indeched mice
(Fig. 28}

3.3, Nevoyuition of ihe rmz00 | 10591 530 by sera fmm mice o
imcthviohuls dmfected wish §. oo

In crder to esaluane Sara rea oy o rsm 00 | 0eS- 1530 ) we
measured speaific anti-rSm300[ 1063-1530) kG in sera from non-
infecied and infected mice (15, 30, 45, 60, 75, 50, 120 and T140days
post-infamtion) Mo significant difference in the readtivity to
rEmI0 [ 1055-1530) was dbsarved bereeen sera from non-
infeted mice and sera from mice at daws 15, 30, and 45 paet-
infeion (Fig 2A) Sgnificant increased rSmiol recogniton was
obearead in sara from 5. easenaed infechad mice B0, 90, 120 and
140days post inferson oompaned fo sera friom non-nfeoed mice
(Fiz 3A) To evaluae the pedfomanoe of rmz0d (1069-1520) as
antigen in ELSA ress for the dagnosis of sohisreomiasis,
TSm0 e ognd Bon by sera fmm 5. e ndeoted mice (in aooe
and chronic phase o the dismse ) was assessed For Sils punpose
we diwided serain fonr groups: negarive | non indeced mice ), aooe
(zera from infeced mice collecrad betseen 15 and 90 days after
imfevmion) chronic (sara fmm nfeched mice colleoted et
120 and 140 days pest-infecion) and infeched (sera from © sae-
somd | nfeated mice from both aoume and dhronic phases) In omder
o detenmine rSm200 (10881520 EUEA cut-odf 120 s=m from
man-infeotad milce and 120 sara fom indected milce were evaluaed
and the abeoabances obeereed wene 2nalyred in the ROC oo fes
A omr-off of 032708 gk was deteminsd and wead o el
PEmMB00 (10691520} FUSA sansitwity and specific ty. Comp aning
the abmorbances values, sipnificant diff enences berasen the nega-
e roaup and e other groups | aoee, chronic and nfeoned ) wee
aobeereed (Fig 2B | Howeser, Sma00 |1069-1520 - FLEA et pre-
sented 99, 17% of specificiny and S0 of sensitiviny when ueed in Se
d iarniceis o e imenami 2ci regandises of diseaoe phase In e mo
ARLATT TSRS Mevognition, FLISA et was perianmed s ing rSmiog
{ 1DE9-1530) 35 antigen againer sera from mice infsored with A
mamm of A cephedoum and Do Onods-TecoEniSon 'was oboered
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MYFLOLFLFLEFTSWCHNTLSDLHENMN W DI KAHRDY KELLTEI
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AARTDDRNVT IY FGETY SVTEVHEVTSERDDMEPOEYTTLHEN

GMESLTHEIINLONDOTL S¥TFDYVTVNVEG
LY¥KL IMVDENVLQISCIRGSCHETSNVLL

DVDDSYRRSRSSDESCPMNGHIVRCEYLNLER

EFSEIMTELEIIQSNAERLIV

GYSLLNDVOT

LGETVEEDIKGAGLSLTYEGIHHNHETETELDVAVHIA
SK?IEDNIECHPTYLLLEFIEENIETLKSRHSEKQTMFRIKLFSHQHEINLK

MOLSIGSV
NLLHHYETKLSGLE
MNGLAIDY

TOIKVDAEMSLIOWERELETIFH
IYRVHLENIFPDFTITE
DIRFSTGRETGRTD

CLHLETLNTQFILRVIGE?DEYFDYI

ELYKIENLLF

'

EVIKIVESPESSDHEPOETLILDC

OTIEHITIQQKE

o e Tl |

BHEKDE

LIEQEHOPKOMYTAERLSLIF

DEKYHEH?&DEILSCHYVRFHGILPHDSDE&EESL
SLL

KSETPMKTLLOAKDGDDNDNLSILESS

LYMHLMALMI LEHERN
Fig 1. 0 ol n S The Faxhis =l withn e rali] B caill EL f =1 -}
n N [ 108 8-17% ] 2l

[(FAg 3CL Sera fram individmk with negatve sook afer
exam inamon, from ko intensiny indeoed individual s fmm an ende-
mikc anag for soh ksecim sl s and sera from healty d anos not -
ﬁhmﬂtmhﬂmﬁﬂmmﬂhm

@y of rSm20n0 | 1089-1530-ELSA et in the namoral host
Significan trecognition of S0 (1063-1520) by sera from indi-
widuals Hwng in endemic ama for schistosomiases was obserred
in comparison to healthy donor group (R, 4AL rSmI00 {1069
1520} recognitian by infacied ind i duals stongly comelaes with
eggbumen dewected by Kato-Kaz (Fig. 48 |, nevertheless no signif-
cant differences were observed in rEmE00 (1063-1520) recogni-
tiam by sera from individuals Wving in a schistosomiasis endemic
arsy with negatve (NEG) and posithe smobs after Samin aon
[(Fg 4} To evaluse rSm200 [ 1053-1500HELIBA. sansiovity and

speaificrg 2 out-off of 0176 abs was deermined by RO curve et
using healtiy donors as e nan-dnfeched group and infsohed indi-
widuals as the posl owe group. A sensitiny of 90 and 2 sped oty
of 533X was oboereed

3.4 Pamsimdegcn! evaburton of Sromooed price

[(109-1500) was ewaluared 45 days ‘:ﬂ'd:lll!qe‘l'ﬂtl 100 %
oy Cercarias b o warcina ied weith im0 edial ed no shtis-
tically significant reducsion in woem bunden compared o conral
mikce. Additionally, no Educsion in romber of eggs per gram of b-
W was obmerved In rRmd00 (1059 1530) immunizsd mboe in
{COIM panteon io ool groasp (Tahle 1)
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Lad der (Theemo Scemfic] (VW) vea Toaded ten & 120 S00-FACE to evaluats ¢iim 200 mofecudar wegit & =2 00 wxpreton wan @ nfiemaed by an e MES recyn tion by
Wnterm bot an sy s (N) SSrQ00 puried proten (F] snd beosd megge protess orscioss [ Boiad | (MW veer e losded 10 2 7 0N SDE-PACE o eviuss =SaX) 0 mydecudos g rofle
acxd 1o eecogrRsion by v s fmm S momon | iefected (INF) aoxd Non onfected (M xwas micr by Weesrn b

Ad! -

L 0t 154 NGl HEi i el WE DK WK

P 0001

B C
p=Ocoot ¥
1.0+ . e er 1.0+ pe0 000t

0.84

o o
:::ﬂ % % R
c LS S

Mg 1 gt mesremes 1 e e gt 00 (1065-1520) (A) Knetrs o fxpecfic G pmducion after 5 mom o infectn o Swie maee wees Sad Tday befoos

mnicoon (-], megative cont ol aeex | aad 15, N0 45, G0 7S, 90 120, 140 dayx pont- 1 bction ax vhown i gagh . The o owpe mwan abwort g1ox (i e teTw pomt
Symfiont didomon i ovacan 0 negatve wes 2w dnoted by & stestalon 7 «005) (8 ) Lawly of comad IpC apam g £ 500 (1065~ 150 i wees S Swie mike of
hl'ﬂ’ mepavw (e 2 fxen non-ncted mice | 202 « e fom d collected 15 -90 duys post-4nfecion | chen mc [eea §om infected mece collected 120-
14 pon Jand d (eea fom infeced oece i boeh acze sd Goxic pluee of dowsw ) ) A1 i s hevel compar od ) 1 pEstve

o -hudbyw-lhnmn (€] Larvwiis of o tf TG apaieme SN0 | JONS- 150 | detancs nu-tmxm e infectand with 5 mamond Bab < mre
niond with Axarts saen or O3 TS mecow infectnd wath Angroxomna cofascem o eval sond @ oo -eecopeton. Dodied Ioes spoecenes the et citoff
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10 CAE farnito o ol Erprimmial Porastology TH (2074 |24-12
A 0.5= . wi jperiormed. Sera of ten immunized andmals from sach group wene
tested by ELISA. All rSmE00-mmunized mice deseboped sign ficant
- gy leweds of specific 130 and G ansbodbes after the firs | mmu niza-
0.44 *s . . o dose com pamd o cormral graup (Fig. 5Aand B Howeser spe-
E - Aylat aific lpiia producion was not observed (da@ not shown) Al
0.3 - significant amounts of IFN-y, and IL-10 in responss © rSmao0
ﬁ - * [1055-1500) sumulaton wene deieahad in splsen ool oolmone
O f3 4 ia.t-l" supema@nts from immunized mice @0 companssn fo oontnod
O ] -y Y group (Fig 5CL Mo signifiant diferences in THF-a pesduction
!' - was dhsereed betwvesn goups (Rg. 5C) and Il-4 producson was
.14 miot demoted (data mot s hown)
b
0.0 i i i
HO MEG INF 4. T &ou s5kon
Spaarman 1=0,6210 Schistosomiasis con ol requines now tools sucdh 25 2 Mane s20-
B s pr=l 0 sitiwe bmimun ediagnosts test and an offident vacone in onder o

0 1 0 Ex] o
EPG

Figg: 4. Dyl lervwii o ot ot im By ey e by o5 (60 1068 1500 | I et Eroryere
I nmorbere Aawry. (A | Ser som Es wes colliecoed B m 40 mdivd aelslem g in
u e encemic s B X fen ) with
nege e rml ssmnoon [MEC] ewl Pm 5 iedivachals with poatee il
FEETIREon W svalusted [INF | Addioonslly | e o 135 heedh donor [P0 not
Irimg ==s Dr W Tunmixrally sgnificnm
differsncen in gt vels ompesd m hekh domos: e demniod by ek
= (LN | Eharab el cut-ofl In (8] xm

pamite bhrdm md s rextacy m SmEd (1 3-1535)] wan o], Tha
nmier of g parpremn ol e were d & e el by K - ey e evalusnem 1R
sl Fromn 4 sioal s s The uctaacy om sees m & @ eSSl 0 wanm s in
smrhmor m & rSmal [ 1EE -2 0HUSA The ormsisoon wan desemned by

e rmd Frvalue owpond m the e

Talalx1
Paran inl o el #val st (0 mioe irerern e with cPSmE] | 10E8-1 THIL

Crogs ‘Worm bumkm PFroiscoon Epgw for e of
[Aeam &0 | v [Weam £5E0 |

Tl T

Corirol [FES{FAFA | T i - 2R 1 151

5im KD [ O Lo REY T .} HTERL 430
(R r [Lm T

T2

Control (FRSHTATA | Pty - md

3m KD [N O HMTETA 1.1 md

[Nl BE- [ YT

nd mnkd s

3.5 by epmase tnduoed by beemtvaihon Wikt riminng | a3
1530

In ader o ewaluane the immune respon s induced by immoni-
zation of mice Wit rSm300 [ 10631530 assays for specfic G,
13G1 and pGFa antibodies and CoyDiine MeasunETENT wWene

mranspaee the extening Mmitaions of e oment cemotheapy-
hazed conmod smaegy. The fist sep in developing hese nools is
the chiodce of an anggen able o incraase the sensitivity of the dag-
mosks R without the undesirab b Cmas feactons and o induce 2
[profactive EMEmnne nespon s in immuonized mice. SmE00, 2 ghoo-
[profesn pressnt in the tegument of 5, mamared 2dult wonms, s 2
candid abe 1o b usad §n EISA-based dlagnosl s 515 and In vaocine
fonmulations againe schisosomiasts due to s in sl prediced

m e necy [Carvalho ot all L2011}
In arder 1o be 2 good candidae for vaoone and diagnosts, an

antigEn may pesent B cell pinomes Iy sera fmam in-
fleated individuals and also may be able to induce 3 proecive im-
IMmunes responss o immon fed individuals. Anohodies hawe Deen
denmibed o be ipwolvad in parssie climination or in S ant-
fieou ndity effect induced in e parasite by immunization in many
wacoine fonmulations agans schisosomiasts (Boulangsr et al,
1991; Jankowic o al, 19989; Capron of al, 1993 Torben o al,
B0 2 ) T i teom i reocemibed naan f jpant of Smz00 esafuaed in s
study present 34% of the B cell epiopes prediced in fe whols
[profen and reined IS antigend Ny since sera from indeohed mioe
recognized the raooem binant Sm300.

In ELI5A assay, the reactiviy of ssa from indecred mice o
FSmB00 [ 1053-1520) inaneased 35 S parasine dewelopad nside
the definitive hoost (P 34 ) These obsemaiions ane in Jreement
with Norden and Srand (1985) sudy that defedied e highest
s of antibodies aain t 5m 300 140 days post infeotion Furder-
mare, S prediced epression leves from schisoesme B pument
[profeing in the different pamsite e sages to the definitiee host
indicaes thar SmB00 has low expression kewels in cercariae and
schistmamula sEgs mediom sgpression kel in egg and is
highly expressed in acdult worms (Fonseca et . 3012 The
TSm0 (10691520 -ELSA hasad diagnosts B was able D deea
&0 infeced mice in 120 animals that had been infeced with
appro matedy 25 cencaniae from the LE stain, leading to 2 5en s
tiwity of 5%, In the gowp of 120 non-indeced mice, only one ani-
mal was worsiderad o be infeoted by 5. muamned, nesulting
I 9907 of speficity. This faise positive mpont cannot be aomib-
wted to oss readtion due D A saem or A coplamioem ndeonion,
SiNCe N NS NeTogiTion was dbwerved ueing s=o from animals
inferied with these two helminSes

The dlagnests of schistosomiasts in individuals with high para-
site burden &5 readily perionmed by stool exmi naton tess as the
Kao-Kao merhod Hosewerin bose ondem i amas whene individo-
als are infecied with a bow parasite burden Kato-Kaw analyss of
ane slide from ane 5ol sample preen s 37 27 o sty (Sigue-
iraetal, 30711} Inoreasing e rom ber of £ ides and ool sam ple to
12 an d 4 res per ey increases the sensitviny of Kao-Karz method
o B0EE and Sie romber of stodl positive individoals |noreases if
bt Kato-dar (15 shidesid sool samples) and TF-Tea™ are ueed
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Wi 5. Eerwrmn o rwge oo ks el vy eS| 10691 20| i C57 LSS e T, el BT [ ) e iy oo e £ e 1 ER- 1900 | v
ry EIISA, = w19, 0, 45, B0, 7S el 50 ol B n
sy harw mea ] o 4 Tam ¢ SO0 fmm two indepn dee epmmenn Soostally symiont diivrmon o deooed by s miswsk 7 0 E]L The cpnione poils
] wam 1wl aftew the o eSS [ 106 3-15 31| srerumiosd mece snd contm | e (FESL
bll:l..rd—-r arxd THF-z, producion in repEnw o Smald (10881 18] ssredenon [(253me'mi] re presmed mman 50 for exch prup A saosocsly nigmicas
chilferm on betweem breram red snd coniroll e i den ot by a0 ek (P 0]

in dhe dlagnosts of S disease (Shqueina ot al, 3011} The use of
sera froam ndividua s Being bn by endem o anea for schisoeom -
s demonsraied that rSma0 | 10659-1550-FI154 discriminates
[emreveen moin-in fecend healSvy donors and infaced indiwdu aks s
e m ikl o areas for sohl socoim Lasks, bt does not dis ariminate
o Individuals from endemic areas nosn to have negthe o
positee sools examinason The high recognigon of rEmand
(1S 152 by sera fmam dnd el dual s eing (n endemic aras far
schitstosoimiasts with stool negihe exams coubd represent ang-
[aacty resporn e i a prewious infarmon or an undesaned indetion
smtus even aier our parasitolorical saminatin sraegy Thess
msults demonst@ie at rEmA | 1065-1550-FLSA can be used
o exchude the diagnosts of sohi sreombsts in individu als pesent-
v, il ar disease sym pioim s, (nce S spmpinms of schisreome
frde oo am shmilar o e S5m P S &5 secaend with ofer intes-
mnal infeotione, rRman | 1069-1530 LA represenss an bmpor-
Gt ol oo hedp physkoans to make 3 coneo dia
[Rurtheemmcee, the wee of rSm 300 | 10E8-15250) as an antigsn in
e imumnization of mice Gilsd o induce 3 proeciiee imomun e
msporge (Table 1) The ability of SmE@ to induce profeaion in
mikce had been demonsraned by Masoamento and co-workers in
00T In 3 gene waoonatkon sraegy Shat elicted high lkeveds of
ol il and los levels of G2 oondferming 3344 of protes Son
[Mascimenio et 2, 2007 ) Mo recendy, 3 preparation C o inin g
e GPl-anchored proeedns of the 5. manoed egument sudace in
wiltibch im0l corresponds to 57X of She otal amount of prosedn
[Castro-Borgss ot al, 2011k}, Ao induced pantal pmtecSon in
mice || Martins et 2, 2012). The potecsan induced by dmmuniza-
mon agan st schimeaomizsts has been desoribed 1o be associated
Wil a Thi type of immune respon e (Sher o &l 1990; Smythies
of al 1992 ; Wilson ot al | 19565, Sireet of 2l 1999; Fonse of al,
2004; Telbesira deMelo of &l 2010} The abeence of profecsion db-
seryed bnoour immunizason prooed can be amibated 1o a high
jpred motion of 1L-10 that §5 an {memo nemedulatany opiodone. High

peductan of N-10 has also been descmbed by our groop oo ke
assoiated with an impadned bmmuone esponse bnduced by imimu-
niamon with 5 chistosomula tepument [ Smieg ) that abrogared e
pmtergon obsereed in a Smreg phes Fewands” adjosant (Araujs
et al F01Z)L Another diffesnee bersesn our formulsion and
et fanmulasores wsing Sma00 Mesinthe aeenoe of S N-wnmi-
mall part of e proten in our reoom binant Sm 300 This might kad
0o @ loess of Imipointant apitoqes from e profein ireoked in proec-
titwe bmumun ity Indeed the prediction of T ool epitape, wsing S
saifeare NeSHOI 23 Senver - pedicion results (hitpel)
wrarw.chen dtud i senvioes N MH O ) demonstaited that cndy cme
region bebween the 585 and 603 aming acd in M4emminal pas
of the proten strongy binds oAb akdles fmm MHEOI (daa not
shown) Since rEma0l was expressesd a5 2 mosmbinant proedn
coiningn g the C-tenminal pant of the nafive profedn, some oondor-
mational B oslls epitopes might hase been oot and this could also
hawe had an impact in Sie anSgen Gapacity to nduce propeoe

T T PR OTERE
In condusion, our shudy demonsirales Sar SmI00 [ 1089

1570 not 3 good candidaie fo be in 3 wacone formulagan and
suggest that the N-tarminal part of She prowin i invaleed in s
ability © induce pEtecin i mice However SmEO0 (106

1SI0-EUSA, Dgeter with epideminlogical dafa, represens an
imperant ool i be wsed in the disgnosts of schishosam asts
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The development of 2 vamine against schisioenmiasis and also the availability of a more semsdttve dlagnosis test are imiportant
toeolks in help chemotherapy incontrolling disesse ransmission. Bodnformatics tools, together with the somss to parsite genome,
published recently, should help generale new Enowledge on parastie bokogy and search for new vamines or therapentic tarpets
and antigens to be nsad in the diseace dlagnosis. Farssite surface peoteins, spedally those expressed in schistoenmula trgument,
represent imeresting targets o be used in vaodine formmulations and in the dlagnosis of early infections, snce the tegoment

t= the imerface betwesn bt and parasite and iis molecoles zre responsible for esentlal fundions io parasite survival In
this paper we will present the advanices in the developmend of vacoines and diagnosis tests achieved with the nse of the information

from schisinsome genome focused on parasiie tegument a5 3 source for anbigens.

L. Introduction

Schistospmiasis is ill 2 significant public health problem
in tropical conntries despite the existence of effective drzgs
against the parasite |1 ]. Chematherapy 2= a strategy for dis-
ease cantrol has proved ineffective in controlling transmis-
siom | 1] therefore, the development of 2 vaocine against the
dizezee and al=y a more sensitive diagnosis test is necessary o
aszist chematherapy in contral programs |1, 2].

In this context, the recent availabillity of schistceome
genomies information represents am important toll to be
n=ad in the discovery of new targets for vaccine and dizg-
nosis. Scfirooma moesoni genome, pablished in 209 3]
described 1 LB genes while Schismssma jopomicim genome
|4] has been desmribed to be composed of 13469 penes
Their assembliss were generated by comventional capillary
sequencing resulting im 190022 scaffolds (5 mamroni) and
I5.0MB scaffalds (5. japomiame L. Mare recently an improved
version of the 5. mansond genome was published | 5], ntlizing

a-combination of traditional Sanger capillary sequencing and
desp-coverage |llnmina saquendng that refined gene pre-
diction resnlting in a reduction in the oumber of predictad
genes from 11BN to 10.852. llamina-based tackmology was
al=n nsed in Schirosoma harmanbium geoome squencing,
which described 13.073 genes [6].

Simulaneoudy o genome publication, an important
inol o access and analyzre parasite genomee has been devel -
aped. the SchigolM (httpofwewschistodbhonet’) datahase
I7]. The SchistnDBE emables access to information on the
|parasite genome even to thoss ressarchers not spedalized
compuier language. The current 3.0 database version pro-
vides access o the latest draft of 5. mansond genome sequence
and annotation and also to 3. japomiome and 5. hasmanbm
gename annotation.

The biainformatics toals, together with the availability to
aooess parasite genome, shonld have helped the knowledge of
parasite biclogy and the sarch for new vacrines, therapeatic
targets, and antigens 1o be used in the disease diagnosis. In|
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this paper we will present the advances in the development
of vacdnes and dizgnostics bests achieved with the use of the
informaticn from schistosome genome, fooas willl be given
o the parasite tegament as a sparce for antigens.

1, Host-Parasite Relationship: Role for
the Parasite Tegument

Highly adapied to parasitic life, schisicsomes can Live for
vears or deades even in a hostile environment as the dro-
latnry system from wertebrate host where the parasite has an
intimate contact with croalating elements of the immmne
systemn | 8]

In thiz smcressfnl host-parasite relationship, the hast
immmune system plays an important rode in both pamsite
development and dimination. COH+ cells, haormoaes, and
cytokines as TMF-a, TGF-§, and 11-7 produced by the host,
seem io assist the parasite development [9-15]. While CD4+
cells, B cells, 1F8-y, and THF-a has been described to be
involved in parasite dimination in the irradiated cencariae
vaccime madel [ 16-158].

Maoreover, the highly adapted relationship between schis-
tcsomes and the mammalian definitive host also mvolves
the effective mechanisms for evading the immune response
that they provoke. In this context, the parasite tegament
plays an importamt role | 19, 20). Afier penetration, the para-
site surface undergoes 2 profound change that allows parasite
adzplaticn into the host internal microenvirenment where
the parasite switches from il= immune-sensitive o an
immune-refractary state [21]. In cercanae, the sarface is
characterized by a single bilayer membrane coversd by a
denze glicocalyx. During pemetration, the glicoalyx is last
and the membrane transforms into 2 double bilayer mem-
brane [22]. Evading mechanisms 2= anfgemic mimicry
membrane tamaover, prodoction of immuoomodulatory
malecales and modulation of sarface antigens expresson
also takes place in the parasite sarface and contributes 1o
schistcsome survival |23, 24).

Trying to eliminate the parasite, host immune system
targets the antigens in parasite surface. Studies in mice bave
shown that the developmental stage maost susceptible to the
host immmune system attack is the schistospmula stage. Very
early after infaction, schisinsommla are swsceptble to celhlar
and bumoral immmnity, however, in the coarse of pamasite
development the sasceptibiity is rapidly lost |25, 26]. The
resistance to host immune respans: acquired by parasites
can be in part explained by sarface changes i dently
af bast antigens adsorption [27-29). In addition, E Ridi
and coll=agnes [30], demonstrated that bang-stage schisin-
samium protect themsslves from the host immune system
by confining antigenic malecules in lipid-rich sites of surface
membrane. In contrast, Mclaren, m 1989 [31], demon-
strated that both skin and lang schisineomula phzses are tar-
gets of the immune system i the rediaton-attemated vac-
cine model which trigger an mflammatory reaction around
the larvae inhibiting their migration.

Since schistospmula is the major @rget of the hast
immmune sysem attack and ils iegnment represents the
interface between parzsite and host, also performing vital

Joarnal of Parasitplogy Research

functions that ensare parasite survival [32], the study of its
stracture and hiow it imteracts with the host immune system
@n provide important imformation aboat disszse contral,
especially i those related fo the szarch for new dregs and
vaccine development 'We have recently demonstrated that
the schistpsommla tegument from 5. mansom (Smieg) is rec-
agnized by TLRA in dendritic cells (INC) Leading to 1N acti-
vation and inn of proinflammatory oytokines as [L-
12 and THF-x |33]. In contrast ta this inflammatory profile,
Smieg also induce [L- 10 production by X in a TLE {Toll like
recepinrs) 2, 3, 4, and 9 independent manner [unpublished
data) ance again demanstrating that schistasomula tegrment
amn bath activate or modulate host immune system.

3. The Tegument as Antigen Source for
Vaccine Development

Muost of the studies that aimed to identify membrane proteins
in parasite iegument were performed in adult worms [34-
34]. Althomgh schistosomuda = the major target for hiost
immunity, its tzgument proteins have still not been charac-
terized, mainly due i the difficalty in obtaining saffident
quantities af material for such protein stadies [37]. Indzad
protective antigens are found in 5. meansoni schistosomula
iegument (Smteg) since mice immumization with Smieg
formulated with Freunds adjuvant |38] or Alom + CPG-
ODN {unpublished data) is able to rednce significantly wormm
burden and egg elimimation with the feces. The characteri-
ration of these protective antigens is baing performeed wsing
immune-proteomics analyss and genome databases o iden-
tify andidates to be wsed in 2 vacdne formulation against
schistosomiasiz. Other “omics™ technologies are also being
nsed 1o identify schistosoma proteins, mainly thoss expressad
in schistosomula. In this context, two shadies, using cOMA
microarmays lechnologies assessed the most relevant tran-
scriptional changss in the schistosnmuala development phase.
These studies demanstrated that tetraspanin, Sm22.6, 5m19,
Sm20 and phosphadiesterass are membrane proteins are
highly expresssd during schistosommla phase |39, 40]. For-
thermore, the stadies that nsed gene slendng through RMA
techmigme could darify the importance of some protens,
such as cathepsins [41; 42] and tetraspanins [43] for parasite
development and marvival. The mme membrane protein was
identified in adult worm tegument preparations nsing Mass
spectrometry [ MS-)-based proteomics |33, 34| together with
gename, transcripiome and genetic maps informatian [3,
44—i26]. Recently a prdeomic anmalysis demonstrated that
EmI9 and Sm200 are binksd ir paraite mrface membrane
through 2 GPI-anchor [47] while the most abandant protein
in adnlt worm tegament, amang the nvestigated malecles,
are aguaporin, dysferling TE-Z, and ATF diphosphahy-
drolaze [4B]. Amang this expressive catalogne of proten
expressed in the schisinsome tegument, some of them have
been evaluated 2= vaccine antigen in immuni@mbon proiocols
in mice. The Table | izes the results obeerved in these
predinical trials nsing tegument proteins.

5m 1% was identified by Cardoso and cowarkers wsing in
silico analysis to identifyin 5. moreroni transcriptome patative
expressed proteins localized in the parasite tegument [#9].
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TarLe |: Schisinsome tegument prodetn evahuted ac vardne andidates in predindcal sodies

Protein Vaccine type Protection level By reduction E'mm"';u; m‘“ e
smzL7 Recombinant protein 4 1% 70% ND ND &)
. 62% (liver}

Sm 217 DA vacdne 15% ! . ND 64

Oin7n superoxde -

" I3MA vacdne s ND ND &)
4% (liver} .

Sm TsF? Reecombinami protein 5% e BLAST |57, 83

InterFroScan, SimallF 30,
sm2s Recombinani protein 51% &0% [ inipstine) sﬁ‘d!':ﬁ'nm 'J,,'“' "E”E'g'“ |49, 50]
SOEUL Comypute pihw tool,

ECL (200kDa protein) DA vacdne m1% ND ND 6]

Sm 116 Recombinani protein Ve ND BLAST 53]
£2% (liver) .

SmTSF | Recomkbinani protein 3% o BLAST |57, B3|

MLk not doiermined.

Em recombinant form indoces a Th profile in mice asso-
ciated with a reduction of 51% in worm barden when vsad
in vaccine formulation | 30]. The tegamental protein, SmIlé
and its homologue in 5. japenicem (5j22.6), are involved in
resistance to reinfection in endemic ares |51, 52). Immme-
mization of mice with recombinani 226 formulaied with Fre-
nund adjwvant resalted in 34.5% redocton on worm barden
|53] while Sm22.6 formulated with alam fadlsd ko induce
proinction against schistosomiasic bot indoced a regalainry
respanse able to modulate allengic asthma in mice |54, 55].

Tetraspanins (T5F) 1 and 2 were identhed in 2 cDiNA
library from 5 meanseni based on their membrane-targeting
signal [56]. Immumization of mice with TSPI recombinant
prodein resplied in a redoction of 57% in worm barden
and reducticn in the mumber of eggs in liver (&4%) and
intestine (65%), TSP2 recombinant protein was less effective
in redocing worm barden (34%) but had smilar effects in
reducing the number of eggs trapped in the liver [52%) and
intestine (609:) | 57]. The TSP homalogae in 5 japonioume
has alszo been svaluated in marine immuanization bowerer no
proiection was observed [5E].

ECL or Sm2{M is a GFl-anchared protein in the 5. man-
somi iegument that hias also been associated with praziguantel
efficacy, since antibodies zgainst this proten can restore
dmag eficacy im B cells depleted mice |59, §0]. Muarine D&
vaccination with the gene encoding Sm2M dicited 38.1%
proiection while immunization of mice with enzymatically
cleaved (iFl-anchored proteins from the 5 mansoni lego-
ment; in which S5m0 represent the most abundant protein
resalt in 43% reduction in adult worm barden [&1. 62].
Em21.7 was tested 2= amtigen in a recombinant vaccme [63]
and DMA vaccine [64]. Immuanization of mace with recom-
bimant 3m2 1.7 resalted in a decrease of 41%-70%: in worm
burden while DMNA vaccination resnlted in of 41.5% worm
burden redwction [63, 64].

The schistnsnme antioridant emeymes [Co'fn super-
ande dismutae- 500, ghtatbione-S-peravidaze GPK) are

developmentally regalated. The lowest Levd of gene expres-
siom and e-spedfic activity was found in the larval
stages while the highest level of gene expression was chserved
in adult worms [65-68]. This maggests that antioxidant
enrymes are important in tmmune evason by adnlt schis-
insome parasites [67]. Also EMAj assays demonstrated that
Imocking down the antioxidants enzymes GPX and GST
result in dramatic decreases in sporocysts survinal indicating
that these enrymes are capable of enhancing parasite survival
in an caidative emvirooment |69]. Mice tmmuanized with
the anboxidant enzyme Co-£n soperoxide dismutase in a
DA vacdne strategy resalted in 44609 redhection in womm
burden [65].

4. Antigens to Be Used in Schistosomiasis
DMiagnostic Test

Currently, all availzhle teckmiques for the dizgnosis of schist-
osnmiasies are characterized by having some hmitations,
especizlly when it becomes necessary to detect infection i
a large mumber of patients with low parasite load [70]. One
af the imitial difficalties in the development of a test for the
diagnosis of schisinsomiasis is the dhoice of an appropriate
antigen. There are s=veral facioes that inflnence this choice:
ezsily of production, high stability in sample orage, immmn-
nogenicity, specificity, and zbility v be incorporated to low
onsts test platforms [T1].

In this comext, the availzbility of the complete genome
seqjuences in combinabion with other technodogies such as
bininformatics and proteomics, provides important iolls to
seek for an ideal candidate o compose an =fficent immun-
odiagnostic test. With thiz in mind, cur group have recently
designed an i silioe strategy based in the prindiples of reverse
vaccinology, and using a rational riteria to mine candidates
in parasite genome o be nsed in the immuanodiagnasis of
schistoeamiasis |72]. Six antigens were selected based on the
evidence of gene expression at different phases of the parasite
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TamE 2: Schimesoma mreonl prolen sdeced by gencme mining to be used in serofogical dizgnosts for schisinsomiasis.

SchistollB Humber of

Pradicied Predicted

POl mber Anmotaion aminoadd PEEPIS ey weight ndeciric poin  PrOdicied location
200-kDa GPl-anchored - Tegument surface
Sm2E Smp_DI7730 surface gi iz 156 971 1365kDa 497 memibanes
SmIZE  Smp 034201 Expressed prodstn s 354 12,6k} ¥ ] Extracelhular
SmM435  Smp.M2eI0 Expressed protein 332 1149 68,5k 243 Extracelular
SmIZTE  SmpJ713040 Hypothetical protein 143 343z 1275kDa &3 Extracelhular
Cytodworme oxidass
SmlES Smp &340 prunit. putative 17 =115 18,5k} 9.3 Extracelhular
- oxidase
Smles smp_| #4530 bunit_putate & i 16,5k g.14 Extracelhular

Adapicd of Carwalan etal, 2011 [72].

life cycle im the defindtive bost, accesgbility i host immune
sysiem (expased proteins), low similarity with buman and
ather helminthic proteins, and presence of predicted B cals
epitopes [Table 2) [72]. Althomgh oar i sifice analysis led i
identification of siz andidates, this stratrgy has not been yet
experimentally validated.

Orther gromps have also wsed bicinformatics analyss o
select tarnget sequence from &, japemicum genome 1o be wsed
for the detection of parasite IMMA in blood samples. A 230-
bp ssquence from the highly repetitive retrotransposon 5jH2
was idemtified and it was demonstrated that PCE test to
detect 52 is highly sensitive and spedfic for detection
5 japowicum infection in the sera of infecled rabbits and
patients [73]. More recently the same gromp performed a
comparative shady to determine the best target o be wsed
in 2 molecular diagnoess test for schistosomiasis japonicum
in 19 retrotransposans identified by bininformatics analyss.
A 303-bp sequence had the highest sensitivity and speaficity
for the detection of 5. japemioem DINA in sernm samples [74].

Proteomics analysis has aleo been need in the identifica-
tian of candidates to the immunodiagnosis of schistnsnmia-
sis. Western Blot with sera from 3. japomioem infected rabbdt
in a two-dimensional gel loaded with adult worm prepara-
tian idemtified 10 spots that were demoastrated by LOMS-
ME to correspond to fonr different proteins: SjLAP (Leucne
aminopeptidases), SjFBPA [froctose- |6~ bisphosphate aldo-
lase), 5GET (Chutathione-5-transferase) and S[ZL6 [73).
Fecombinant 5LAF and 5jFBPA were tested in ELISA asay
and presanted kigh efficacy for the dizgnods of 5. japonicoum
infection, with 96 7% specificity for both proteins and 53.1%
ar §7_8% sensitivity to detect ammte and chroniclly infectad
individuals, respectrvely, when SjLAP was used 2s antigen or
a semsitivity of 100% (acute] and B4.7% {dhronic infection)
when 5jFEPA was nsed 2= amtigen [75].

5. Other Membrane Proteins Candidates
to Be Used in Vaccine Formulation and
Dagnosis Tests
Aqaaporins are small integral membrane progeins imolved
in the selective transportation of water and ather solutes
thraoagh plasma membranes of mammals, plants and lower

arganisms [76]. This protein was described to be abandant in
schisiceome tegument and due o its physiclogical fanction
and abundance represent an interesting @nget to vaccines
and diagninsis tests |48]. Characterization of the 5. jgpenicom
armaporin.3 wsing bicinformatics tools demaonstrated that
this 32.9 kDa transmembrane protein has predicied B cells
epitopes with the most likdy epitopes present in the M-
terminal portion of the protein, located outside the mem-
brane | 77| Other abundant protein in schisioeoma tegument
is dysferdin, based oo analogy with hoemologues from other
arganisms, this protein seems to be invalved in membrane
repair and/or veside fosion in tegument sarface [34].

ATP-diphosphohydrolases are enzymes imvolved in AIFP
and ATP hydrolysis that has been related to host immuone sys-
iem evasion, since this enzyme could hydrolyze the ATP pro-
duced in response to parasite induced stress in the endothe-
lio thus modulating the DAMP (danger associated mole-
cular pattern)-mediaied imflammatory signaling [78, 79].
Im schistosomes two different protems have been described
EmATPDzse | and SmATPDRse? with approximatdy 63 and
55kida [BD, &1]. SmATPDase | is lomted in the border
af the tegnment while SmATPDase? i located in internal
stracture of the tegament synoytivm and can be secreted
[E1]. The immunogenicity of the symthetic peptide {r175—
190} from SmATPDase? has been demonstrated in Balb-c
mice, however the protection induced by this epitope has not
been evaluated [82].

Although most tegument protein listed in this paper has
been identified in adualt worm tegument, an fm slico anal-
vz performed in Schistoldl (Bttpefifwww.schisodbonet?)
demanstrates that some of them are als expressed in the
schisiceomula stage as demonstrated in Figare | remforcing
their potential i be used in a vaccine formulation ar in the
early diagnasis of schisosome infecticn.

&, Conchosion

Sa far the genome, transcriptome, and pratecme informa-
tion provided many fargets to be tested in schistosomiasis
vacdne and dizgnosis and also new knowledge aboat schisto-
same biology. However approximately 408 of the schisto-
saome genome is compased of hypothetical progeins with
unknown function that represents interesting argets to be
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Mg bwern off EST

e w BEF B K ¥ & &

Sl Sm TAP-2 TPl Dl imis =27

B ak:lwe=

| SRR

N S&mtca=mly W by

FicuRs I: Predided of schisinsmme i=gument proleins
in the different parasiie life stage in the definittee host. schisineome
ftegament prodein identified by proteomics analyds of the aduh
worm tegument was analyred in Schistol}8 database {hitpu heww
_schisindbnet/). Bars represent the mumbers of EST in sach parasiie
Iz stage whose snmofation comrespond to SmD0, SmIS, TEP-I,
TSE- 1, Dysferlin, SmI2.6, or Sm2l1.7.

tested and characterized . An inoreass in the knowledge sboat
parasite biokogy. pathogenesis, and host-parasite relationship
can be expected for the next years.
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