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RESUMO

A esquistossomose mansoni tem ampla distribuição geográfica no mundo, atingindo

78 países. Atualmente, cerca de 779 milhões de pessoas vivem em áreas de risco

para contrair a infecção. Levando em consideração que o saneamento básico não é

uma realidade em todas as regiões do Brasil, em especial, nas mais vulneráveis

socioeconomicamente e que o trematódeo causador da doença, Schistosoma

mansoni, tem por via de transmissão o contato de resíduos fecais contaminados com

as reservas hídricas, a Organização Mundial da Saúde (OMS) divulgou, em fevereiro

de 2022, as novas diretrizes sobre a esquistossomose humana, onde consta como

meta o controle e eliminação da doença como problema de saúde pública até 2030.

Posto isso, a presente pesquisa teve por finalidade desenvolver e padronizar um novo

método diagnóstico rápido para a esquistossomose mansoni utilizando a plataforma

Dot Blotting, avaliando a sensibilidade e especificidade do teste frente as

metodologias já empregadas atualmente, Kato-Katz (KK), ELISA SEA e ELISA SWAP,

utilizando amostras positivas e negativas coletadas entre 2011 e 2018 em localidades

endêmicas do norte de Minas Gerais, além de amostras negativas não endêmicas

coletadas em igual período na cidade de Belo Horizonte. Para tanto, foi produzida de

forma recombinante a protease de invasão Schistosoma mansoni Cercarial Elastase

(SmCEr), utilizando a levedura metilotrófica Pichia pastoris como organismo de

expressão, bem como seus anticorpos policlonais (pAbs). A padronização do teste

rápido em plataforma Dot Blotting ocorreu com 150 amostras, sendo 50 negativas

endêmicas, 50 negativas não endêmicas e 50 positivas. A análise estatística dos

resultados foi realizada pelos softwares GraphPad Prism© 9.0 e ImageJ©. Os dados

levantados no caminhar do estudo permitiram afirmar que a protease SmCEr tem

plena capacidade de ser empregada em teste rápido, permitindo eficaz diagnóstico da

esquistossomose mansoni em pacientes com baixa carga parasitária.

Palavras-chave: Schistosoma mansoni, Proteínas, Produção recombinante, Teste

rápido



ABSTRACT

Schistosomiasis mansoni has a wide geographic distribution in the world, reaching 78

countries. Currently, about 779 million people live in areas at risk of contracting the

infection. Taking into account that basic sanitation is not a reality in all regions of Brazil,

especially in the most socioeconomically vulnerable, and that the disease-causing

trematode, Schistosoma mansoni, is transmitted through the contact of contaminated

fecal waste with the reserves. The World Health Organization (WHO) released, in

February 2022, the new guidelines on human schistosomiasis, where the goal is to

control and eliminate the disease as a public health problem by 2030. In order to

develop and standardize a new rapid diagnostic method for schistosomiasis mansoni

using the Dot Blotting platform, evaluating the sensitivity and specificity of the test

against the methodologies currently used, Kato-Katz (KK), SEA ELISA and SWAP

ELISA, using positive samples and negative samples collected between 2011 and

2018 in endemic locations in northern Minas Gerais, in addition to non-negative

samples endemic species collected in the same period in the city of Belo Horizonte.

For this purpose, the invasive protease Schistosoma mansoni Cercarial Elastase

(SmCEr) was recombinantly produced, using the methylotrophic yeast Pichia pastoris

as the expression organism, as well as its polyclonal antibodies (pAbs). The

standardization of the rapid test on the Dot Blotting platform occurred with 150

samples, 50 of which were endemic negative, 50 non-endemic negative and 50

positive. Statistical analysis of the results was performed using GraphPad Prism© 9.0

and ImageJ© software. The data collected during the study allowed us to state that the

SmCEr protease has full capacity to be used in a rapid test, allowing an efficient

diagnosis of schistosomiasis mansoni in patients with low parasite burden.

Keyword: Schistosoma mansoni, Proteins, Recombinant production, Rapid test
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1 INTRODUÇÃO

1.1 Aspectos gerais da esquistossomose mansoni

Tendo seus primeiros relatos datados há cerca do ano 3.500 antes de Cristo, em

múmias egípcias e artefatos arqueológicos, onde foram localizados ovos de

Schistosoma spp., comprovam quão antiga é a doença (AMARAL; PORTO, 1994). A

primeira menção descritiva do parasito foi realizada por Bilharz em 1852, que batizou

o helminto como Schistosoma ao observar o canal ginecóforo do macho onde a fêmea

se aloja, à vista disso, schisto significa fenda e soma remete ao corpo (PEREIRA,

2010). Contudo, a denominação completa da espécie Schistosoma mansoni foi

realizada por Sambon em 1907 (NEVES, 2005).

A esquistossomose mansoni é uma enfermidade parasitária causada pelo trematódeo

Schistosoma mansoni, pertencente ao gênero Schistosoma, família

Schistosomatidae, classe Trematoda e subclasse Digenea (ZANOTTI et al., 1982).

São heteroxênicos, abrangendo uma alternância entre o molusco aquático do gênero

Biomphalaria spp. e o ser humano, com acentuado dimorfismo sexual, diferentes

estágios de desenvolvimento e duas formas aquáticas (REY, 2001).

Falar a respeito da proposta de melhoria da qualidade de vida das populações,

obrigatoriamente passa-se pelo controle de endemias (COURA et al., 1995), sendo

uma importante participante desse grupo, a esquistossomose mansoni (BRASIL,

2018). Com 220 milhões de indivíduos infectados em todo o globo ao longo dos anos,

o Brasil, após mais de um centenário da descoberta da doença, permanece com o

alarmante número de 25 milhões de pessoas vivendo em áreas endêmicas (BRASIL,

2016). Por conta de sua transmissão facilitada, ampla distribuição geográfica e

acometimento das parcelas mais vulneráveis da sociedade, a esquistossomose é

citada por diversos autores como uma doença complexa e considerada um problema

de saúde pública (BARBOSA, 1968). Sendo assim, é de suma importância o
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aprofundamento dos estudos acerca da doença com foco na interrupção da sua

transmissão.

1.2 Ciclo biológico do Schistosoma mansoni

O S. mansoni apresenta um complexo ciclo biológico (Figura 1), que abrange um

hospedeiro invertebrado, o molusco do gênero Biomphalaria, e um hospedeiro

vertebrado definitivo, a espécie humana (PEREIRA, 2010). O ciclo inicia-se quando a

fêmea deposita seus ovos viáveis, ou seja, fecundados e espiculados no sistema

porta-hepático. Após o desenvolvimento dos ovos, alguns alojam-se em tecidos

hepáticos, onde induzem a formação de granulomas e extensa resposta imune,

demais ovos podem atingir o lúmen intestinal e serem eliminados pelas fezes

(COURA; AMARAL, 2004).

No momento em que os resíduos fecais contendo os ovos do parasito alcançam

reservas hídricas doces, em contato com a água, temperatura e oxigenação

adequadas, eclodem e liberam miracídios, estes por sua vez, infectam os moluscos

do gênero Biomphalaria. As espécies Biomphalaria glabrata, B. tenagophila e B.

straminea, são susceptíveis a infecção pelo trematódeo, contudo, B. tenagophila

mostrou-se resistente à infecção e pode não representar perigo sob o ponto de vista

epidemiológico (COIMBRA, 1981). Desta forma, o B. glabrata é a espécie mais

importante para epidemiologia (MELO; COELHO, 2005).

Seguidamente à penetração na hemocele dos moluscos, o miracídio sofre

metamorfose, alcançando um novo estágio evolutivo, o esporocisto. No sítio ovotéstis

dos caramujos ocorre a reprodução assexuada do parasito e sua posterior maturação,

engendrando as cercárias, sendo liberadas na água cerca de 30 dias após a infecção

(SIMÕES, 2005). Por fototropismo, nadam em direção ao estímulo da luz, com o

auxílio de rápidos deslocamentos caudais e agrupam-se em partes rasas da reserva

hídrica, essa tática permite um contato com maiores superfícies do epitélio do

hospedeiro humano, essa situação justifica a carga parasitária notável que alguns
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indivíduos portadores da doença apresentam (PEREIRA, 2010). Para realizar a

penetração na pele, as cercárias utilizam de dois mecanismos principais, vigorosos

movimentos caudais e proteases responsáveis pela quebra de macromoléculas

epiteliais. As cercárias possuem diversas glândulas secretórias, sendo as glândulas

pré-acetabulares e acetabulares, a glândula da cabeça e os corpos celulares

subtegumentares (CURWEN, WILSON, 2003) responsáveis por auxiliar no processo

de infecção do hospedeiro definitivo. O processo é executado com tal precisão e

eficácia que as cercárias levam apenas alguns minutos para finalizá-lo.

No processo de invasão da derme humana, a cercária liberta-se da cauda, sendo essa

a primeira transformação rumo à vida adulta. Algumas horas após a penetração, os

parasitos completam a metamorfose, apresentando notáveis mudanças químicas em

seu organismo, denominada transformação bioquímica oumetabólica, transformando-

se enfim em esquistossômulos (MCKERROW; SALTER, 2002). Os esquistossômulos,

por sua vez, permanecem na intraepiderme e na derme humana por pelo menos 48

horas antes de migrar para o sistema porta-hepático. A migração rumo aos pulmões

inicia-se por volta do quarto dia após a penetração e a partir do oitavo dia, atingem o

sistema porta hepático (QUEIROZ, 2012). Os vermes jovens finalizam o

desenvolvimento nos vasos hepáticos, onde é possível encontrar aumento do volume

corporal devido a espoliação de sangue do hospedeiro. Os vermes jovens ainda

realizam mais uma migração através da corrente sanguínea, até atingir o fígado.

O sistema porta-hepático, constituído pelas veias esplênica e mesentérica superior, é

um dos principais componentes do sistema venoso hepático e fornece abrigo ao

parasito para seu desenvolvimento até a fase adulta. Uma vez amadurecidos, o casal

de vermes adultos ovopõem até 1000 ovos por dia, onde uma pequena parcela desse

número permanece na circulação, podendo atingir órgãos importantes, como os rins,

pulmões e medula óssea, sendo essa última localidade capaz de causa paraplegia,

devido ao pressionamento da espinha cervical. Entretanto, a maior parte dos ovos são

movidos até o lúmen intestinal e eliminados junto às fezes, dando origem ao ciclo

novamente (LAWSON; WILSON, 1980).
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Figura 1: Ciclo biológico do S. mansoni

Ilustração do ciclo biológico do helminto S. mansoni

Fonte: Adaptado do Centro de Vigilância Epidemiológica do Estado de São Paulo, 2007

1.3 Epidemiologia no Brasil e no mundo

mansoni está fortemente distribuída no Brasil e no mundo, abrangendo cerca de 78

países (WHO, 2022), contudo, por ser uma doença de caráter endêmico, associada à

pobreza e ao baixo desenvolvimento econômico (ROCHA et al., 2016), é possível

observar sua prevalência nos países localizados abaixo da linha do Equador. Tem-se

evidência que a introdução desta helmintíase em terras brasileiras possa ter ocorrido

durante o tráfico de escravos originários da África. A migração de indivíduos dessas



27

áreas endêmicas contribuiu para a disseminação desta parasitose em áreas livres do

trematódeo, onde as precárias condições sanitárias favoreceram a disseminação da

patologia (AMARAL; PORTO, 1994). Em decorrência do clima tropical, de fatores

históricos e da existência de condições favoráveis à manutenção do ciclo do helminto,

o Brasil, em especial as regiões nordeste e sudeste do país, apresentam uma forte

prevalência da doença (MELO; COELHO, 2005).

Atualmente, o Brasil apresenta-se como o país com maior número de casos de

esquistossomose mansoni nas Américas. Estima-se que mais de 25 milhões de

pessoas vivem em áreas endêmicas (BRASIL, 2016). O último boletim especial

epidemiológico de doenças negligenciadas realizado pela Secretaria de Vigilância em

Saúde do Ministério da Saúde, em março de 2021, demonstrou que no período de

2009 a 2019, o número de casos confirmados foi de 423.117, totalizando 4,29% de

positividade. São consideradas endêmicas hoje, as regiões dos estados de Alagoas,

Bahia, Pernambuco, Rio Grande do Norte, Paraíba, Sergipe, Espírito Santo e Minas

Gerais. No Pará, Maranhão, Piauí, Ceará, Rio de Janeiro, São Paulo, Santa Catarina,

Paraná, Rio Grande do Sul, Goiás e no Distrito Federal, a transmissão é focal

(BRASIL, 2021).

Em todo mundo, estima-se que cerca de 779 milhões de pessoas estão expostas ao

risco de contrair a infecção. Estima-se ainda que, no ano de 2019, pelo menos 236,6

milhões de pessoas necessitaram de tratamento para a doença em todo o mundo

(WHO, 2022).

1.4 Caracterização do ovo

O ovo do helminto S. mansoni (Figura 2), inicia o ciclo da doença e possui cerca de

110 micrometros (µm). O primeiro estudo acerca do ovo revelou que a camada de

Reynold desenvolve-se subjacentemente à casca do ovo e é abrangida por

ramificações de filamentos compactos. Abaixo da camada Reynold, no ovo maduro,

existem microfibras em uma matriz granular. Por fim, abaixo desta, compreendendo o
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miracídio, está presente o envelope de Von Lichtenberg, uma estrutura fina de origem

celular escamosa, que indica estar envolvida na regulação do transporte dos

antígenos do ovo para fora do ambiente onde o miracídio está localizado. A primeira

camada da casca do ovo do S. mansoni é constituída pela crosta microespinhosa, a

segunda é chamada camada densa intermediária medial e a última, camada densa

interna. O ovo imaturo de S. mansoni compreende células vitelinas nucleadas com

citoplasma rico em mitocôndrias, gotículas lipídicas e vesículas utilizadas

possivelmente para armazenamento de glicogênio (ASHTON et al., 2002). À medida

que o ovo sofre as alterações condizentes com seu desenvolvimento, placas de

citoplasma antes dispersas, unificam-se para formar a delimitação de seus conteúdos.

Uma vez desenvolvido, o ovo apresenta células com citoplasma e núcleo separado e

retículo endoplasmático rugoso expandido. A superfície externa da casca torna-se

rugosa e os microsespinhos circundam toda sua área. Outra característica marcante

dessa mudança é a divisão do citoplasma em regiões diferentes, onde há largas

vesículas com o provável objetivo de armazenar lipídios, enquanto a maior área é

ocupada por micro agregados de material granular (JURBERG et al., 2009).

A respeito dos estágios de embriogênese do ovo de S. mansoni, sabe-se que apenas

uma pequena parcela do desenvolvimento ocorre junto ao verme adulto fêmea. Existe

ainda a divisão das etapas de crescimento e amadurecimento do ovo que são

denominados estágio pré-zigótico e o estágio zigótico. No estágio pré-zigótico os

oócitos deixam o ovário projetando seu citoplasma de forma a utilizá-los como

pseudópodes. Após essa etapa, no estágio zigótico, o zigoto torna-se cercado por

células vitelinas (ASHTON et al., 2002). O ovo tem a capacidade de liberar uma

grande variedade de imunógenos, chamados de antígenos solúveis do ovo (SEA),

estes, por sua vez, são responsáveis por desencadear uma série de respostas

imunológicas (QUEIROZ, 2012). Estudos pregressos (EL-AHWANY et al., 2012)

demonstraram que estes imunógenos produzidos e secretados pelos ovos são

capazes de induzir imunidade em cobaias murinas, acarretando a ativação de células

TCD8+. É importante ressaltar que o processo descrito imediatamente acima diz

respeito ao desenvolvimento de ovos viáveis e que a principal patologia e morbidade
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causada por eles, o granuloma hepático, é estritamente dependente da viabilidade

dos ovos maduros, não ocorrendo ao redor dos ovos não fecundados ou inviáveis

(JURBERG et al., 2009).

Figura 2: Ovo de S. mansoni

Ovo do helminto S. mansoni visualizado em microscopia óptica em aumento de 40 vezes

Fonte: Universidade Federal da Paraíba, 2019

1.5 Caracterização do miracídio

O miracídio é a larva que representa o primeiro estágio infectante do trematódeo S.

mansoni (Figura 3) e todo o complexo ciclo do parasito depende do sucesso da

mesma em localizar o hospedeiro intermediário invertebrado adequado

(CAVALCANTI et al., 2013). O dito sucesso do S. mansoni em seus hospedeiros

intermediários compreende fatores ambientais apropriados, comportamento biológico

dos hospedeiros invertebrados, compatibilidade fisiológica e bioquímica entre os dois

organismos, e por fim, dos mecanismos intrínsecos de defesa dos moluscos

(COELHO, 2008). O miracídio possui forma cilíndrica com dimensões de cerca de 160

µm de comprimento e 60 µm de diâmetro (REY, 2001), apresenta uma intensa

atividade natatória (PAN, 1980). Na extremidade anterior da larva apresenta-se uma

papila apical, também conhecida como terebratorium. Nessa papila, encontram-se as
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terminações das glândulas adesivas, um conjunto de cílios, espículas anteriores

(OTTOLINA, 1957).

O sistema nervoso apresentado no miracídio é de extrema simplicidade, sendo

representado por uma massa celular nervosa central, que se ramifica e conecta-se

com células nervosas periféricas através de cordões nervosos (CARVALHO;

COELHO; LENZI, 2008). A atração do miracídio a uma fonte luminosa, denominada

fototaxia, também estimula a exposição da massa cefalopodal do molusco no meio

aquático, facilitando a infecção (COELHO, 1957). Com auxílio de intensos

movimentos contráteis emitidos pelas vibrações ciliares e de enzimas proteolíticas

responsáveis pela digestão dos tecidos do molusco, o parasito é capaz de finalizar a

penetração e adentrar o organismo hospedeiro. É relevante salientar que apenas

cerca de 30% dos miracídios serão capazes de penetrar e evoluir no Biomphalaria

(CHERNIN; ANTOLICS, 1975). Após 48 horas do processo descrito anteriormente, a

larva inicia o processo de perda das glândulas e demais estruturas utilizadas na

penetração, diferenciando-se em estruturas conhecidas como esporocistos-mãe ou

esporocistos primários.

Figura 3: Miracídio de S. mansoni

Fase evolutiva de miracídio do parasito S. mansoni observado em microscopia a laser confocal

Fonte: Instituto Oswaldo Cruz, 2008
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1.6 Caracterização do esporocisto

Seguidamente à penetração do miracídio no molusco, o trematódeo sofre fortes

alterações morfológicas e fisiológicas, denominando-se então esporocisto primário.

Essas alterações incluem a perda do revestimento epitelial ciliado (REY, 2001),

fazendo com que o parasito perca seus movimentos amebóides e torne-se imóvel

(PAN, 1965). Cerca de 15 dias após a infecção do molusco, observa-se estruturas

tubulares no interior do esporocisto e diante de condições térmicas ideais, dá-se

origem aos esporocistos secundários. O esporocisto filho ou secundário é gerado pela

organização de septos na estrutura do esporocisto primário, onde cada uma das 150

camadas é considerada um futuro esporocisto secundário (Figura 4). A migração dos

esporocistos filhos ocorre rumo ao hepatopâncreas e a glândula reprodutiva, também

conhecida como sítio ovotéstis do molusco. Os esporocistos secundários passam por

profundas modificações anatômicas e ao finalizar o amadurecimento, as cercárias

saem do esporocisto filho e encaminham-se para regiões amplamente vascularizadas

do hospedeiro. Ao fim do processo, as formas infectantes do S. mansoni rompem o

tegumento do molusco e dirigem-se ao meio exterior (REY, 2001).

Figura 4: Esporocisto de S. mansoni

Esporocisto do helminto S. mansoni observado em microscopia óptica com aumento de 40 vezes

Fonte: Conrad Friederich Albert Bruijning, 1967
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1.7 Caracterização da cercária

Originada do esporocisto secundário, estima-se que apenas um miracídio invasor do

B. glabrata pode originar até 300 mil cercárias (FAUST; HOFFMAN, 1934). A fase

evolutiva responsável pela infecção do S. mansoni no hospedeiro definitivo é gerada

dentro de um período de 27 a 30 dias, em condições térmicas ideais, cerca de 28°C.

Possuindo cerca de 500 µm de tamanho (Figura 5), suas principais atribuições

consistem em locomover-se de forma ágil, encontrar o hospedeiro, invadir a derme do

mesmo e maturar-se em vermes sexualmente maduros (DORSEY et al., 2002).

Estruturalmente, a cercária é dividida em ventosa oral, segmento do corpo e cauda

bifurcada, medindo cerca de 300 µm (NEVES, 2005). A ventosa oral apresenta as

glândulas de penetração, quatro pares pré-acetabulares e quatro pares pós-

acetabulares, além da abertura do primitivo sistema digestivo. O acetábulo é a

estrutura de maior musculatura, é através dessa ventosa que a cercária fixa-se na

pele do hospedeiro no processo de penetração. As glândulas pré-acetabulares, em

especial, contém cálcio e enzimas de extrema importância para a degradação do

tecido hospedeiro e para a migração do verme pelo organismo invadido (EL-FAHAM

et al., 2017).

A estrutura básica do tegumento cercariano é bastante semelhante na fase de vida

adulta do trematódeo (HOCKLEY, 1972). É constituído por glicocálice, membrana

superficial, citoplasma sincicial, espinhos, plasmalema sincicial interno, pericário e

conexões citoplasmáticas. Apesar da forte igualdade entre os demais constituintes do

tegumento cercariano e do verme adulto, o glicocálice é especialmente diferenciado

entre essas formas de vida. Na cercária, ele está distribuído em toda a superfície, já

no esquistossômulo, acredita-se estar funcionalmente modificado, se tornando uma

estrutura não funcional (STIREWALT, 1974). As funções atribuídas ao glicocálice são

diversas e incluem a adesão e lubrificação (KRUIDENIER, 1951), proteção contra

meio externo e permeabilidade (MORRIS, 1971). A musculatura cercariana é de vital

importância para a sobrevida do parasito, uma vez que a força e tônus muscular ditará

se o processo de evasão do molusco até a penetração da derme humana terá êxito.



33

De forma geral, a musculatura é composta por músculos circulares externos,

músculos longitudinais fibrosos, musculatura cônica e oral da ventosa (DORSEY,

1976). O sistema nervoso do helminto tende a tornar-se mais completo e enredado à

medida que o parasito se desenvolve (DEI-CAS et al., 1980), na fase cercariana, é

composto por papilas sensoriais, gânglio central, dois pares de nervos centrais e doze

nervos periféricos, distribuídos ao redor do gânglio (COUSIN; DORSEY, 1991).

Encontra-se também um sistema excretor constituído de quatro pares de células flama

(COELHO, 2008). Por fim, a cauda bifurcada é estrutura chave para os movimentos

natatórios e penetração do hospedeiro definitivo. Seguinte ao período de

desenvolvimento no molusco ocorre à emergência da forma infectante para o meio

aquático onde seu hospedeiro intermediário está localizado. Após nadar ativamente e

localizar seu hospedeiro definitivo, mediante a percepção de sinalizadores do epitélio

humano a cercária penetra a derme, em especial das pernas e pés.Utiliza de vigorosos

movimentos caudais para finalizar a invasão do tecido hospedeiro. Após seu emprego,

a cauda cercariana é perdida antes da sua total passagem pela epiderme humana.

Caso a cercária não realize a penetração no tecido, poderá permanecer na água pelo

período de no máximo 72 horas (MACHADO-SILVA, NEVES, GOMES, 2008).

Figura 5: Cercária de S. mansoni

Cercária de S. mansoni visualizada em microscopia óptica, com aumento de 40 vezes

Fonte: Niklaus Weiss; Joachim Pelikan, 2016
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1.8 Caracterização do esquistossômulo

Após a penetração da cercária no hospedeiro definitivo, ocorrem, de forma quase

imediata, mudanças bioquímicas e estruturais que darão origem ao esquistossômulo

(Figura 6), fase antecessora da vida adulta do helminto. Essas profundas mudanças

estão fortemente relacionadas à adaptação e sobrevida no novo ambiente.

A primeira e mais marcante alteração é a perda da cauda, que é retida na derme

hospedeira, fazendo com que amigração do esquistossômulo pelo corpo humano seja

mediada apenas por proteases responsáveis por degradar macromoléculas dos

tecidos. A formação de uma camada de microvilosidade sobre todo o tegumento, a

troca da respiração aeróbica para anaeróbica e reorganização do tegumento também

são importantíssimasmodificações que visam o aumento da adaptabilidade do invasor

no organismo hospedeiro (STIREWALT, 1974). Esse novo estágio larval tende a

permanecer nos tecidos da derme humana por dois a três dias. Nessa fase, os

extremidades cobertas por espinhos (MCLAREN, 1980).

Ao longo de uma semana da infecção, os primeiros esquistossômulos chegam ao

fígado, onde ocorre um acentuado assincronismo, devido às diferentes capacidades

das larvas para adentrar as artérias que conduzem ao sistema porta-hepático. Uma

vez localizados no sistema porta-hepático, apresentam pigmento hemático no tubo

digestivo, proveniente da espoliação sanguínea que já é capaz de realizar. No fígado,

as formas imaturas são início a organogênese e permanecem ali até finalizar seu

amadurecimento, que ocorre ao entorno da quarta semana (REY, 2001).
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conhecimentos acerca dos genes e dos mecanismos que controlam as suas

expressões irão permitir a melhor compreensão de como o helminto está programado

geneticamente para viver em ambientes tão distintos (HAN et al., 2009). Contudo,

mesmo com a valiosa contribuição do conhecimento gênico acerca do helminto,

atualmente, menos de um por cento das 12.775 proteínas de S. mansoni depositadas

no banco de dados Universal Protein Resource® (UniProt®), foram revisadas, ou seja,

apenas 127,75 das proteínas foram submetidas a análises computacionais

criticamente avaliadas.

A Schistosoma mansoni Cercarial Elastase (SmCE) é uma enzima da família S1, com

peso molecular de 27 kiloDalton (kDa) e é classificada como a principal protease

invasora do S. mansoni. Ela possui a capacidade de degradar uma imensa variedade

de macromoléculas da pele, incluindo colágeno e queratina (INGRAM et al., 2008;

HANSELL et al., 2008). Durante a penetração da cercária no indivíduo e em outros

estágios do ciclo de vida, o trematódeo necessita realizar importantes migrações,

cujas quais, caso não ocorram, impedirão sua reprodução e ovoposição (HORÁK,

2015). Para que a migração seja efetiva, o trematódeo deve romper barreiras

estruturais substanciais, portanto, pode-se afirmar que a SmCE é uma enzima

fundamental para a infectividade do parasito, tanto ao adentrar na pele, quanto ao

migrar pelo corpo do humano infectado (INGRAM et al., 2008).

Em julho de 1908, a revista científica Brazil Medico publicou um artigo autoral do

médico e pesquisador Manuel Augusto Pirajá da Silva relatando a presença de

pacientes com esquistossomose no Brasil (KATZ, 2008). Após mais de um centenário

da descoberta da doença no país, permanece o número estimado de 25 milhões de

pessoas vivendo em áreas endêmicas (BRASIL, 2016) e de acordo com o Inquérito

nacional de prevalência da esquistossomose mansoni e geo-helmintoses (KATZ,

2018), o número de casos registrados nas cinco regiões brasileiras, em 2018,

ultrapassou o número de dezenove mil. Sabe-se ainda que o saneamento básico não

é uma realidade na maioria das áreas rurais ou de baixa condições socioeconômicas

em todo o território nacional, desta forma, percebe-se a necessidade de pesquisas
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visando o desenvolvimento de novos métodos de diagnósticos rápidos. Tendo em

vista que a esquistossomose mansoni ainda permanece com uma ampla distribuição

geográfica no mundo, atingindo mais de 78 países, especialmente dos continentes

africano e asiático, o roteiro proposto pela Organização Mundial de Saúde (WHO,

2022) visa a eliminação da esquistossomose como problema de saúde pública e a

interrupção da transmissão da esquistossomose em humanos até 2030, sendo esse

último, um ponto particularmente difícil devido a pacientes com baixa carga

parasitária, isto é, indivíduos que possuem menos de 100 ovos por grama de fezes.

Esta baixa carga é frequente no Brasil, trazendo dificuldade para o diagnóstico de

referência Kato-Katz (KK) (KATZ; CHAVES; PELLEGRINO, 1972) e

consequentemente a prossecução da transmissão. Posto isto, a produção da SmCEr

juntamente com seus pAbs, viabiliza a padronização de uma nova abordagem

diagnóstica rápida, utilizando a metodologia Dot Blotting, visto sua potencial

aplicabilidade.

1.11 Patologia da esquistossomose mansoni

A esquistossomose é uma doença causada por parasitos do gênero Schistosoma,

sendo os três principais agentes etiológicos de importância patológica humana, as

espécies S. mansoni, S. haematobium e S. japonicum (PORDEUS; AGUIAR;

QUINIINO, 2008). A esquistossomose mansoni, foco de estudo do presente trabalho,

atua no organismo humano de maneira única, gerando uma forte resposta do sistema

imunológico.

A transmissão da doença para o hospedeiro definitivo ocorre pelo contato com

reservas hídricas que sejam habitadas por moluscos do gênero Biomphalaria

infectados pelo S. mansoni e que liberarem cercárias. Uma vez na derme humana, as

cercárias realizam um longo percurso, em um primeiro momento extravascular e

depois, intravascular. Durante esse trajeto é capaz de perfazer diversos ciclos e

modificar intensamente sua morfologia (QUEIROZ, 2012). Pode-se dividir essa

patologia em duas grandes etapas, a fase aguda, de resposta imunológica imediata e
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sintomatologia não específica recente à infecção e fase crônica, de longa duração,

sintomatologia característica e intensa resposta imune frente aos testes imunológicos

e parasitológicos.

1.11.1 Fase inicial

Tem início logo após o contato com as cercárias e após o processo de penetração,

observa-se infiltrado de polimorfonucleares ao redor dos parasitos e nas proximidades

dos vasos. A seguir, surgem linfócitos e macrófagos e há predomínio das

manifestações alérgicas, ocorrendo mais intensamente nas reinfecções (BRASIL,

2014).

1.11.2 Fase aguda

A fase aguda da doença inicia-se com a dermatite cercariana, reação semelhante a

uma alergia tópica, provocada pela penetração das cercárias na pele. A intensidade

desse quadro varia desde um quadro assintomático até o surgimento de dermatite

urticariforme, com erupção papular, eritema, edema e prurido, persistindo até cinco

dias após a infecção (PORDEUS; AGUIAR; GUININO, 2008). Seguidamente a

dermatite cercariana, a fase aguda pode se apresentar como a febre de Katayama

(BRASIL, 2018). Essa febre ocorre após três a sete semanas do primo contato. É

caracterizada por aumento intenso da temperatura corporal, perda severa do apetite,

dor abdominal e cefaleia. Em menor frequência, é relatada a presença de diarreia,

náuseas e vômito.

É importante ressaltar que a sintomatologia pode também ser discreta, com febrícula,

cefaleia ou assintomática. A febre e os sintomas da fase aguda desaparecem

paulatinamente após cerca de quatro meses de infecção (QUEIROZ, 2012). Uma

parcela considerável dos pacientes de fase crônica não refere história de fase aguda

(PRATA; COURA, 2008).
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1.11.3 Fase crônica

A esquistossomose é majoritariamente uma doença crônica (QUEIROZ, 2012).

Estima-se que 90% dos indivíduos infectados desenvolvem a forma leve e cerca de

10% apresentam as formas graves. A esquistossomose inicia seu processo de

cronificação a partir dos seis meses após a infecção, porém, pode permanecer

evoluindo por muitos anos. As manifestações clínicas dependem da localização do

parasito e da carga parasitária (CHEEVER, 1968).

De forma geral, a forma leve é geralmente associada a baixa carga parasitária e tende

a apresentar granulomas periovulares isolados no fígado. Estes, por sua vez, se

formam nas ramificações de menor calibre da veia porta, distinguindo da forma grave,

onde a deposição de ovos ocorre no espaço periportal (QUEIROZ, 2012). A forma

grave pode ser marcada pela fibrose hepática periportal que tende a acompanhar

lesões da veia porta (ANDRADE, 2004), pelo significativo aumento de volume do baço

e pelo acúmulo de líquidos no peritônio.

1.11.3.1 Forma hepatointestinal

Nesta forma da doença, geralmente os indivíduos acometidos não apresentam

sintomas e o diagnóstico por vezes torna-se acidental, quando durante exames de

fezes são localizados ovos de S. mansoni. Quando o paciente possui queixas clínicas,

a sintomatologia é variável e inespecífica, abrangendo a indisposição, tonturas,

cefaleia, sensação de plenitude, dor epigástrica e hiporexia. Durante o exame físico

pode ser observado dor à palpação dos cólons e fígado palpável, com consistência

aumentada. Relevante ressaltar que esse quadro clínico não difere do quadro

encontrado em pacientes com outras parasitoses intestinais e sem esquistossomose

(BRASIL, 2014).
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1.11.3.2 Forma hepática

A esquistossomose hepática é caracterizada sem a presença da hipertensão portal e

sem esplenomegalia. A sintomatologia, quando aparente, é fortemente semelhante à

forma hepatointestinal. No exame físico, o fígado apresenta-se palpável e enrijecido.

Nesta fase, o paciente não apresenta varizes de esôfago e sangramento decorrente

da ruptura de varizes (ANDRADE, 2004).

1.11.3.3 Forma hepatoesplênica

Considerada a forma mais crítica da doença, a esquistossomose hepatoesplênica

apresenta-se de três variadas formas: compensada, descompensada ou complicada.

A forma compensada é representada pelo modelo da esquistossomose hepática

avançada. A hipertensão portal é característica dessa forma, a hepatoesplenomegalia

e o surgimento de varizes do esôfago. A sintomatologia frequente entre os pacientes

acometidos por essa forma é o desconforto no hipocôndrio esquerdo, devido ao

crescimento do baço (BRASIL, 2018). A forma hepatoesplênica descompensada é

pautada pela diminuição acentuada do estado funcional do fígado, onde os surtos de

hemorragia digestiva e isquemia hepática ocorrem, dando origem a descompensação

do organismo. A ascite inclui as manifestações mais comuns, juntamente com a

icterícia. Na fase tardia da doença, a encefalopatia hepática pode surgir e evoluir para

o coma hepático e a óbito. A forma complicada se caracteriza pela junção da

esquistossomose hepatoesplênica com outras comorbidades hepáticas, como

hepatites crônicas ativas, cirroses e infecções por enterobactérias (BRASIL, 2014).

1.12 Diagnóstico da esquistossomose mansoni

A esquistossomose mansônica, em suas variadas formas clínicas, assemelha-se a

outras doenças na manifestação dos sinais e sintomas do paciente (PIMENTA, 2014),

por este motivo, sua confirmação só será possível por intermédio dos exames

laboratoriais. Além disso, o controle e a cura dessa patologia estão intrinsecamente



42

relacionados ao correto diagnóstico da doença, sendo, portanto, um instrumento

chave para determinar variantes sobre a patologia, como os fatores correlacionados

à morbidade, escolha da intervenção terapêutica e acompanhamento do tratamento

(QUEIROZ, 2014). Atualmente, são disponibilizados diversos tipos de diagnósticos,

qualitativos e quantitativos, realizados com amostras biológicas adquiridas de forma

invasiva ou passiva, contudo, os testes disponíveis ainda dispõem de fatores

limitantes seja pela baixa sensibilidade e especificidade (BRASIL, 2014), elevado valor

de produção ou necessidade de uma mão de obra técnica altamente qualificada.

Os métodos existentes na atualidade podem ser classificados, inicialmente, em três

grandes grupos: os métodos parasitológicos, os métodos moleculares e os métodos

imunológicos (SOUSA et al., 2021). Segregando ainda mais essas categorias, pode-

se dividir os testes diagnósticos em: testes de detecção direta e testes de detecção

indireta. Os exames diretos são aqueles que detectam o parasito em si ou seus

componentes, como ovos, miracídios e antígenos. Já os exames indiretos são

responsáveis por identificar a suposta evidência da presença do parasito, como os

anticorpos do hospedeiro definitivo (QUEIROZ, 2014). Por fim, uma terceira divisão

agrupa as metodologias diagnósticas em qualitativas ou quantitativas. Testes

incluídos na metodologia qualitativas são comumente mais simplórios, rápidos e baixo

custo, resumindo o diagnóstico em positivo ou negativo, detectado ou não detectado

e presente ou ausente. Os exames quantitativos, por sua vez, demonstram a carga

parasitária ou o índice da resposta imunológica do hospedeiro (RABELLO et al.,

2008).

1.12.1 Métodos parasitológicos

Reconhecida pela OMS como padrão ouro para o diagnóstico da esquistossomose

mansoni, a técnica de KK consiste em pressionar uma pequena porção de fezes

contra a tela de metal proveniente do estojo do kit, onde, por conta da trama das fibras,

apenas os ovos dos helmintos passarão pela malha. Após isso, as fezes devem ser

impregnadas com o corante verde malaquita, também conhecido como verde
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brilhante. Após duas horas, o preparado deve ser levado a microscopia óptica. O

número de ovos encontrados no esfregaço fecal deve ser multiplicado por 24 para

obter o número de ovos por grama de fezes (MELO et al., 2019). Ademais da

visualização dos ovos, a técnica de KK permite fornecer um importante indicador

quantitativo para avaliar a intensidade da infecção com um baixo custo de produção.

Por esse motivo, é método de escolha para inquéritos coproscópicos de controle, cura

e em investigações epidemiológicas (HOEKSTRA; DAM; LIESHOUT, 2021).

Entretanto, fatores limitantes da técnica foram descritos anteriormente, sendo por

exemplo, inviável realizar o teste em amostras diarreicas, apesar de ser um quadro

frequente na infecção por S. mansoni (OLIVEIRA et al., 2018), apresenta baixa

reprodutibilidade em diferentes lâminas do mesmo indivíduo (BERHE et al., 2004).

A técnica de sedimentação espontânea, conhecida como técnica de Lutz ou técnica

de Hoffman, Pons e Janer (HPJ) permite a identificação dos ovos de S. mansoni e a

diferenciação em viáveis ou não-viáveis (SANTOS, 2019). Contudo, esse método

qualitativo não permite a quantificação da intensidade da infecção medida pela

contagem dos ovos (TIBIRIÇÁ et al., 2009).

1.12.2 Métodos moleculares

Apresentada em 1985 por Kary Mullis, a técnica de Polymerase Chain Reaction (PCR)

revolucionou a ciência e o modo de fazer-se o diagnóstico. Permitindo à amplificação

exponencial dos fragmentos de deoxyribonucleic acid (DNA) de forma extremamente

sensível, essa metodologia utiliza iniciadores ou primers, pequenas sequências de

DNA complementares ao gene de interesse, responsáveis por localizarem e

preservarem essa região para a sua futura amplificação. O primer forward liga-se no

início do gene, seguindo o

fielmente complementares, o primer reverse por sua vez, liga-se na porção final da

sequência de interesse e além de possui a conformação complementar (GARIBYAN;

AVASHIA, 2013).
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A primeira utilização de PCR convencional para o diagnóstico da esquistossomose

mansoni com amostras fecais humanas foi relatada em 2002. Por sua alta

sensibilidade, o método de PCR foi capaz de precisar a existência de

aproximadamente dois ovos por grama de fezes (GANDASEGUI et al., 2018),

representando como detecção limite o valor mínimo 100 atogramas até 10 fentograma

de material genômico de S. mansoni (CAVALCANTI, 2008). A utilização de PCR

quantitativa em tempo real (qPCR) também apresentou resultados satisfatórios

(FUSS; MAZIGO; MUELLER, 2021).

As desvantagens acerca do emprego dessa técnica dizem respeito da sua

característica dispendiosa, a necessidade de refrigeradores de até -20°C,

equipamentos convencionais ou real time e a considerável sensibilidade dos insumos

utilizados quanto à temperatura e demais condições de armazenamento, fomentando

uma importante barreira na utilização do teste em áreas remotas ou

socioeconomicamente vulneráveis (ENK et al., 2010)

1.12.3 Métodos imunológicos

Os ensaios imunológicos compreendem aqueles que utilizam antígenos (Ag) ou

anticorpos (Ac) para determinação da positividade de uma doença. Permitem ainda,

na grande maioria das vezes a quantificação ou titulação dos achados (NUNES et al.,

2005). No âmbito da esquistossomose mansônica, é disposto uma série de

alternativas diagnósticas baseadas nessa metodologia, pode-se citar, em especial, a

reação intradérmica, reação pericercariana, testes de aglutinação cercariana, reação

de imobilização do miracídio, reação de hemaglutinação indireta, reação de

imunofluorescência indireta, radioimunoensaio e Enzyme-Linked Immunosorbent

Assay (ELISA), como diagnósticos indiretos, que detectam a resposta imunológica do

hospedeiro contra o parasito (COELHO; TAVARES, 1991). Como técnica de detecção

direta, pode-se pontuar o ELISA de captura. Algumas das técnicas citadas estão em

desuso por serem complexas, demasiadamente longas ou apresentarem valores de
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sensibilidade e especificidade menores que os das atuais metodologias (HOEKSTRA;

DAM; LIESHOUT, 2021).

O método de ELISA é considerado o ensaio imunológico mais empregado na detecção

do S. mansoni. Se baseia em reações antígeno-anticorpo (RABELLO et al., 2008),

conjugados com enzimas que permitem a detecção por meio da leitura de ondas em

equipamentos adequados. O teste imunoenzimático apresenta maior sensibilidade e

menor custo (JI et al., 2020). Todavia, o ELISA é submetido a obstáculos, como a

dificuldade de antígenos apropriados, ocorrência de reações cruzadas com demais

helmintos, a não discriminação entre infecções passadas e recentes (OLIVEIRA et al.,

2003). Outro dificultante é a necessidade obrigatória de equipamentos

espectrofotômetros, impossibilitando o emprego do teste em áreas remotas ou sem

acesso a suporte laboratorial. À vista disso, é necessário o desenvolvimento de novos

métodos diagnósticos que apresentem alta especificidade e sensibilidade

(DEININGER et al., 2018) aliados ao menor custo de produção, rapidez e facilidade

de execução em campo (RABELLO et al., 2008).

1.12.3.1 Plataforma Dot Blotting

De forma unânime, é nítido o avanço que os métodos diagnósticos trouxeram à saúde

humana e animal. A promoção à saúde e controle de endemias mostrou-se possível

somente com o auxílio das metodologias diagnósticas. Um importante ramo dessas

inúmeras metodologias são os ensaios imunoenzimáticos, ferramentas de alto poder

para detecção ou quantificação de anticorpos, antígenos e haptenos em fluidos

biológicos, por medição de atividades enzimáticas. Entretanto, essa técnica requer um

leitor próprio, que não possui sua disponibilidade viável em laboratórios de pequeno

porte ou em trabalhos de campo (VAZ et al., 1994).

Conhecido também como dot-ELISA, Dot immunobinding assay ou Dot-Blot ELISA, o

ensaio Dot Blotting, recebeu esse nome por ser mais fidedigno ao processo real, onde

ocorre a aplicação direta do antígeno sob a forma de ponto na membrana de
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nitrocelulose. Apresenta-se como um teste sensível, específico, de baixo custo, de

simples interpretação (PINHEIRO et al., 2006) e fácil reprodutibilidade, sendo esses

dois últimos, as maiores vantagens sobre o ELISA clássico (VAZ et al.,1994).

Adentrando-se mais profundamente sobre os custos, ressalta-se a comparação dos

valores da membrana de nitrocelulose, utilizada no Dot Blotting em comparação com

a placa de poliacrilamida de 96 poços, empregada no ELISA (PEDROSA, 2021). As

membranas de nitrocelulose são de custo consideravelmente mais baixo e facilmente

distribuídas por fabricantes nacionais. A utilização de reagentes menos tóxicos e

simplicidade de execução (ROJAS et al., 1986) permite recomendar sua utilização em

grande escala em regiões com restrição de tecnologia (MISTRELLO et al., 1995).

A técnica de Dot Blotting tem como característica fundamental a identificação de

anticorpos contra proteínas específicas, marcadoras de uma doença (CAMARGO;

NAKAMURA; VAZ, 1992), caracterizando um método indireto, ou identificação de

antígenos, representando um método direto. O método indireto, abordado nesse

projeto, consiste, resumidamente, na fixação do antígeno presente na amostra

biológica, na membrana de ligação constituída de nitrocelulose. Existindo o vínculo

entre o antígeno e o anticorpo, a reação é visualizada por alteração de cor na

membrana (HERBELING; KALTER, 1986) por intermédio de reagentes como o

enhanced chemiluminescence (ECL).

Após essa reação, a técnica ainda permite manter a reatividade do antígeno sobre a

membrana (TOWBIN; GORDON, 1984), essa característica é proporcionada pela

estabilidade que a membrana confere ao antígeno, após a aderência, mesmo a

temperatura ambiente, viabilizando o uso do teste no campo (HERBELING; KALTER,

1986). O ensaio de Dot Blotting pode ser empregado como um método qualitativo,

segregando as amostras em positivas ou negativas e quantitativo, de acordo com o

tamanho e densidade da reação formada.
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1.13 Estratégias de controle

A meta proposta pela OMS para o Brasil nos anos de 2020 e 2021 (WHO, 2014)

baseava-se na interrupção da transmissão da esquistossomose, ponto

particularmente difícil devido a pacientes com baixa carga parasitária. Observando o

não cumprimento do estabelecido, foi lançado pela OMS um novo roteiro sobre a

doença, em fevereiro de 2022, onde consta o objetivo de eliminar a esquistossomose

como problema de saúde pública até 2030 (WHO, 2022). Para tanto, é de suma

importância compreender as formas de controle atualmente utilizadas para minorar a

ação e presença do parasito no Brasil.

Por ser uma doença de veiculação hídrica, a esquistossomose é transmitida quando

o indivíduo entra em contato com reservas de água doce previamente habitada por

moluscos portadores do parasito Schistosoma. Dito o principal método de contágio,

as mais eficientes estratégias de controle da doença compreendem o saneamento

básico, evitando que os dejetos humanos possivelmente contaminados alcancem o

recurso hídrico. Além disso, o controle dos portadores e o tratamento em massa nas

áreas endêmicas é também uma abordagem amplamente utilizada, visando a

melhoria da saúde da população, uma vez que contribui para a diminuição da carga

parasitária e aumenta a resistência à reinfecção (WHO, 2022). O acompanhamento

da população-alvo deve ser realizado a cada dois anos por meio de inquérito

coprológico. Medidas como as descritas anteriormente foram promovidas no Japão e

corroboraram com a erradicação da esquistossomose em seus indivíduos (BRASIL,

2014).

A minimização da contaminação da água doce de regiões endêmicas é uma

importante medida de controle. Esse objetivo pode ser alcançado pelo fornecimento

de água potável com controle de esgoto adequado. Atualmente, trabalha-se ainda o

controle ambiental dos hospedeiros intermediários, que consiste na erradicação da

espécie Biomphalaria por meio de moluscicidas. Essa medida é de difícil sustentação,

uma vez que o repovoamento do molusco ocorre velozmente. O controle do
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represamento de águas, acompanhamento da vegetação ribeirinha e correção de

sistemas de irrigação são ações de forte impacto no controle da esquistossomose,

servindo de alerta à presença do molusco hospedeiro. Outra medida importante é a

conscientização e educação da comunidade residente em zonas endêmicas, trazendo

conhecimento sobre a doença e sua transmissão, para assim poder abordar seu

controle (KATZ; CHAVES; PELLEGRINO, 1980). Por fim, estão disponíveis hoje

diversas metodologias de prevenção e controle à esquistossomose mansoni (LI et al.,

2019), mas o único controle verdadeiramente eficiente e sustentável é intrinsecamente

dependente da implementação de políticas públicas (OYEYEMI, 2020) que melhorem

as condições de vida das populações, garantindo o saneamento básico.

1.14 Tratamento medicamentoso

Atualmente, A OMS recomenda que o esquema terapêutico esquistossomótico

consista na administração da droga praziquantel, que é o medicamento preconizado

para todas as formas clínicas da doença. O fármaco é indicado para todos os

indivíduos, independentemente da idade, incluindo grávidas infectadas, excluindo

apenas as gestantes no primeiro trimestre, lactantes e crianças menores de dois anos

(WHO, 2022). A droga é distribuída aos estados e municípios pelo Sistema Único de

Saúde (SUS) (BRASIL, 2014). O praziquantel é derivado da pirazioisoquinolona, que

passou a ser desenvolvido quando essa classe de compostos apresentou atividade

anti-helmíntica, em 1972. Esse fármaco age com um amplo espectro contra infecções

por trematódeos e cestódeos em animais e seres humanos (ANDREWS et al., 1983).

Esse anti-helmíntico destinado ao tratamento da esquistossomose pode ser

empregado nas infecções causadas por todas as espécies patogênicas para o

homem: S. mansoni, S. haematobium, S. japonicum, S. intercalatum e S. mekongi.

A ação da droga se resume em duas ações primárias em organismos suscetíveis. Em

baixas dosagens, o praziquantel provoca um aumento da atividade muscular, seguido

de contração e paralisia espástica do parasita. Em concentrações terapêuticas mais

elevadas, o praziquantel provoca a vacuolização e vesiculação do tegumento de
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parasitas. Esse efeito pode resultar em liberação do conteúdo do parasita, ativação

do mecanismo de defesa do hospedeiro e destruição dos vermes. A droga ainda é

capaz de perturbar o metabolismo glicídico dos vermes, ocasionando diminuição da

captação de glicose e aumento da liberação de lactato. A larva inicia o processo de

evaginação e em seguida, apresenta contração espástica e finalmente, torna-se

rígida. Ao fim desse processo, a larva destruída consiste em uma massa sólida e

homogênea (XIAO et al., 1985). A forma de apresentação do Praziquantel é em

comprimidos de 600 miligramas (mg). O tratamento indicado para adultos é com dose

única de 50 mg por quilo (kg) de peso corporal. Em crianças, é indicado na dosagem

de 60 mg/kg. Contudo, não encontram se disponíveis dados adicionais que

assegurem a segurança de uso do fármaco em crianças menores de quatro anos.

Dessa forma, o acompanhamento médico nesses casos deve ser rigoroso. As

contraindicações do praziquantel incluem o grupo de gestantes, lactantes, crianças

menores de quatro anos, insuficiência hepática grave e insuficiência renal grave

(BRASIL, 2014).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver e padronizar um método para o diagnóstico rápido da esquistossomose

mansoni baseado na plataforma Dot Blotting com o marcador SmCEr.

2.2 Objetivos específicos

2.2.1 Clonar e expressar a SmCE recombinante em levedura Pichia pastoris.

2.2.2 Produzir anticorpos policlonais para a protease SmCEr através de

metodologia in vitro.

2.2.3 Desenvolver e padronizar a técnica de Dot Blotting para o diagnóstico da

esquistossomose mansoni, utilizando a protease SmCEr e amostras

sorológicas de áreas endêmicas e não-endêmicas.
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3 METODOLOGIA

3.1 Autorização dos Comitês de Ética

A pesquisa foi validada e aprovada pelo Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA)

da Fundação Oswaldo Cruz sob o número LW-15/15 para manuseio dos animais

experimentais em todas as metodologias aplicadas. Este projeto foi aprovado para

utilização de amostras humanas pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) sob o

número 893.582 e pela Comissão Nacional de Ética em Pesquisa (CONEP) sob o

registro 14.886 para concessão de autorização do manuseio de amostras humanas

obtidas na região norte do estado Minas Gerais, Brasil. As amostras utilizadas são

parte do biorrepositório do Grupo DATA, da Fiocruz.

3.2 Construção do biorrepositório

Estudos pregressos realizados pela equipe do antigo Laboratório de Esquistossomose

do Instituto René Rachou (IRR), atualmente, Grupo DATA, deram origem a construção

do biorrepositório de esquistossomose, hoje estabelecido no IRR.

Para criação desse banco de dados biológicos, regiões endêmicas foram

selecionadas especialmente por conter uma população com baixo índice de migração

e por apresentarem uma incidência de 43,97% da doença em indivíduos com idade

entre 20 e 39 anos de idade, de acordo com o Sistema de Informação de Agravos de

Notificação (SINAN). Posto isso, as amostras biológicas humanas foram obtidas entre

os anos de 2012, 2013 e 2017, do município de Comercinho e das comunidades rurais

de Pedra Preta e Tábuas, que compõem a zona rural da cidade de Montes Claros,

localizada no estado de Minas Gerais, Brasil. São regiões especialmente pequenas,

onde a maior delas, Comercinho, conta com cerca de 8.298 habitantes. Nas três

localidades, a esquistossomose mansoni é endêmica e o perfil parasitário apresenta-

se sendo predominantemente de baixa carga. No estudo anterior que deu origem a

construção desse biorrepositório, todos os pacientes foram submetidos a coleta de
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fezes e urina, além da coleta de sangue. As amostras de sangue foram coletadas via

sistema de coleta à vácuo, centrifugadas a 3.000 força G (G) por cinco minutos em

centrífuga Eppendorf 5810 R da fabricante Thermo Fisher Scientific® para obtenção

do soro, transferidas para microtubo de 2 mililitro (mL) estéril e armazenadas a -20°C.

As fezes foram utilizadas para diagnóstico parasitológico via método KK com 24

lâminas, para análise da presença de ovos de S. mansoni e outros helmintos (KATZ;

CHAVES; PELLEGRINO, 1972). A intensidade da infecção foi expressa em ovos por

grama de fezes (OPG), usando a média aritmética da contagem dos ovos obtidos das

18 lâminas analisadas multiplicadas por 24. Além da seleção dos pacientes com base

no histórico médico individual, cada amostra biológica foi submetida a duas análises

confirmatórias realizadas por ELISA-SWAP e ELISA-SEA para detecção de possíveis

títulos de anticorpos imunoglobulina G (IgG) para os antígenos de S. mansoni.

3.2.1 Amostras sorológicas humanas positivas

Amostras de 50 pacientes, moradores de diversas regiões do país, em sua maioria de

Minas Gerais, tiveram suas amostras sorológicas positivas (POS) empregadas no

processo de validação do teste rápido desse estudo. A positividade dos pacientes foi

confirmada via exame parasitológico baseado na metodologia de KK.

3.2.2 Amostras sorológicas humanas negativas endêmicas

No total, 50 indivíduos tiveram suas amostras sorológicas submetidas a padronização

do teste diagnóstico neste estudo, integrando o grupo de amostras negativas

endêmicas (NE). Os critérios diagnósticos que permitiram a classificação destes

voluntários como NE são: residir em áreas endêmicas e possuir os exames KK de 24

lâminas e dois gradientes salínicos negativos, confirmado a ausência de ovos nas

amostras fecais.
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3.2.3 Amostras sorológicas humanas negativas não endêmicas

Amostras de 50 voluntários, cederam amostras de soro para que o grupo negativo de

áreas não endêmicas (NNE) fosse criado. Esses indivíduos não eram residentes e

não visitaram as áreas endêmicas nos últimos cinco anos. Os voluntários não

apresentavam qualquer histórico médico indicativo de infecção prévia pelo S.

mansoni.

3.3 Clonagem da SmCE em levedura P. pastoris

3.3.1 Escolha do gene alvo

Para escolha da sequência de nucleotídeos codificante da protease Cercarial Elastase

foi utilizado a base de dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI),

definindo a sequência XM_018791020.1 como gene alvo. O gene da protease

depositado no banco de dados é composto por 917 nucleotídeos, com fita simples

linear de ácido ribonucleico (RNA) mensageiro (mRNA), depositado em 2016

(PROTASIO et al., 2012).

O software A plasmid Editor (ApE®), de Wayne Davis, foi empregado para conferência

da região codificadora, do inglês open reading frames (ORF), para a localização dos

sítios de reconhecimento, para o corte das enzimas de digestão e linearização e

tradução do gene em aminoácidos.

3.3.2 Definição da metodologia de clonagem

O sistema de clonagem eucariota por intermédio de leveduras metilotróficas foi

escolhido por fornecer facilitações ao processo de produção de proteínas

recombinantes, como o controle da indução de expressão, a secreção de proteínas

para o meio extracelular, dispensando a etapa de lise, a baixa quantidade de

metabólitos próprios secretados pela levedura P. pastoris, a execução de
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modificações pós-traducionais, como a glicosilação e, por fim, mas não limitando-se à

esses pontos, o alto rendimento de produção e expressão da proteína de interesse,

quando comparado aos sistemas de produção procariota. A plataforma de clonagem

padronizada nesse projeto foi amplamente baseada no sistema de clonagem

comercial pastoris, do fabricante Thermo Fisher Scientific®, linha

3.3.3 Definição do plasmídeo

A escolha do plasmídeo neste projeto foi efetuada anteriormente do desenho e

confecção do par de primers. Essa ordem se deu devido a características particulares

Thermo Fisher Scientific®, linha ,

que possui a capacidade de impactar diretamente a inserção dos iniciadores

juntamente com o amplicon. O vetor possui 3593 nucleotídeos e tem a capacidade de

ao gene promotor AOX1, localizado na posi a

regulação da expressão da proteína de interesse, com indução por metanol (KOUTZ

et al., 1989). Essa característica permite o alto nível de controle da expressão

desejada, trazendo autonomia ao processo. Os vetores constituintes da família

podem ser usados em qualquer cepa de P. pastoris, incluindo X-33,

SMD1168H e KM71H.

fator e sinal de secreção, que sinaliza a

secreção da proteína SmCEr para o meio extracelular, eliminando a etapa de lise

celular do processo de purificação e evitando o sobreaquecimento da proteína e

consequentemente sua desnaturação. A secreção evita também a diminuição da

concentração proteica ocasionada pelo choque mecânico e por fim, aumentando a

economia de tempo para recuperar e purificar a proteína desejada.

O antibiótico empregado em conjunto com o vetor escolhido é a Zeocina , do

fabricante Thermo Fisher Scientific®, linha Invitrogen . Derivado da fleomicina D1, a
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Zeocina é um antibiótico glicopeptídeo, de amplo espectro de ação, sendo eficaz

contra a maioria das bactérias, fungos filamentosos, leveduras, plantas e com efeitos

também sobre

resistência a esse antibiótico é denominado Streptoalloteichus hindustanus

bleomicina (Sh ble), oriundo da bactéria Streptoalloteichus hindustanus, é composto

por 370 pares de base (pb). A escolha do vetor também foi baseada na economia com

ambas as seleções, na

bactéria Escherichia coli e na levedura Pichia pastoris.

O vetor é fornecido com marcador de poli-histidina, totalizando seis histidinas - 6HIS.

A cauda de 6HIS inserida na proteína recombinante é amplamente utilizada pois

permite a purificação das proteínas recombinantes por cromatografia de afinidade.

Essa característica também foi considerada, visando as futuras necessidades da

exeução do ensaio deWestern Blot (WB).

3.3.4 Confecção do par de primers

O software para desenho dos primers forward e reverse utilizado foi o Primer3Plus®,

que permitiu a inserção dos parâmetros de interesse, que incluiu a temperatura de

anelamento dos primers, porcentagem de bases Citosina e Guanina (% CG) e critérios

de anelamento inespecífico hairpin e self-annealing.

A sequência de primers forward sintetizadas foram compostas:

CCGCGG

com a inserção do sítio de ligação da enzima de restrição SacII, proveniente da

bactéria Streptomyces lividans. O emprego do sítio de SacII foi necessário para

permitir que essa porção fosse clivada pela enzima na etapa da inserção do gene no

A sequência de primers reverses sintetizadas foram:

GCGGCCGC
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com a inserção do sítio de ligação da enzima de restrição Nocardia otitidiscaviarum

(NotI) proveniente da bactéria Nocardia otitidiscaviarum. De forma análoga ao

iniciador forward, o sítio de NotI foi adicionado a fim de permitir a correta clivagem

pela enzima no momento da inserção do gene no plasmídeo.

As características dos iniciadores foram cuidadosamente planejadas e definidas

sendo, para o primer forward, 55,8°C de temperatura de melting (Tm), que trata da

temperatura ótima de desnaturação de cadeia dupla. As características obtidas foram

45,00% CG, auto anelamento, do inglês self annealing (any) de 6,00, grampos, do

inglês hairpin com índice de 0,00, com início na posição 1 pb e por fim, o tamanho

total foi delimitado em 20 nucleotídeos. As características do primer reverse foram

definidas como Tm de 50,03ºC, 35,00% CG, any de 4,00, hairpin com índice de 0,00,

com tamanho de 20 pb e início na posição 864 pb da extensão do gene. Os iniciadores

amplificam uma sequência de 864 pb. Os primers foram sintetizados pela Integrated

DNA Technologies .

3.3.5 Análise de correspondência do amplicon

As ferramentas BLAST-N®, BLAST-P® e UniProt® foram utilizadas para averiguar a

identidade do produto gerado pelo emprego dos primers com a sequência da proteína

escolhida. As ferramentas BLAST-N® e BLAST-P® são contínua e gratuitamente

disponibilizadas pelo NCBI, bem como a ferramenta UniProt®.

3.3.6 Definição da cepa de Pichia pastoris

A escolha da cepa de Pichia pastoris KM71H do fabricante Thermo Fisher Scientific®,

linha Invitrogen foi baseada na apresentação do genótipo Muts, fator intrínseco

d ,

conferindo assim à levedura a capacidade de secretar a proteína recombinante

clonada. A escolha da cepa deu-se também pela sua capacidade de atingir elevadas



59

densidades celulares altas durante a fermentação, melhorando o rendimento geral de

proteínas.

3.3.7 Transformação de cercárias em esquistossômulos

A transformação de RNA foi realizada seguindo o protocolo estabelecido por trabalhos

prévios (JEREMIAS, 2015), com adaptações. Cercárias da linhagem LE, recolhidas

em 45 mL água livre de cloro, em tubos de polipropileno de fundo cônico, foram

mantidos em banho de gelo por 30 minutos para decantação dos parasitos. Ambos os

tubos foram submetidos a centrifugação a 1.500 rotações por minuto (RPM) por três

minutos a 4°C em centrífuga Eppendorf 5810 R da fabricante Thermo Fisher

Scientific®. O pellet de parasitos foi suspenso em cinco ml do meio Dulbecco's

Modified Eagle (DMEM) da fabricante Thermo Fisher Scientific®, linha Life

Technologies , para lavagem inicial, sendo centrifugado novamente a 500 RPM por

três minutos. Seguidamente, foi adicionado 5 mL de tampão 4-(2-hidroxietil)-1-ácido

piperazinaetanosulfônico (HEPES) Thermo Fisher Scientific®, linha Life

Technologies com potencial hidrogeniônico (pH) de 7,4 ao pellet e ressuspenso por

agitação em aparelho agitador de tubos tipo vortex multifuncional da fabricante

Kasvi®. Os pellets dos dois tubos foram agrupados e novamente submetidos à

centrifugação por 500 RPM durante três minutos.

O sobrenadante foi descartado em solução de hipoclorito 12%, para inativar as

cercárias. O pellet foi submetido a dois ciclos de agitação em vortex multifuncional da

fabricante Kasvi®, na velocidade máxima, durante um minuto, seguido de um minuto

de descanso em banho de gelo entre as agitações. O volume do tubo foi transferido

para uma garrafa de cultura estéril de 50 mL e a ele foram acrescentados outros 15

ml de meio HEPES, adicionado de mistura de antibióticos penicilina e estreptomicina

a 1%. Por fim, os parasitos foram submetidos a aquecimento a 37°C em estufa com

uma atmosfera de 5% de dióxido de carbono (CO2) por três horas.
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A capela de fluxo laminar foi previamente desinfetada com etanol a 70% e irradiada

com luz ultravioleta por 20 minutos. O conteúdo das garrafas foi submetido a

passagens através de uma agulha de 22 Gauge (G) de diâmetro, acoplada a uma

seringa, sendo dispensados em duas placas Petri de vidro estéreis, visando a

transformação mecânica dos parasitos. As placas foram incubadas por 12 horas em

estufa a 37°C. Após 12 horas, os parasitos, juntamente com o meio, foram recolhidos,

transferidos para dois tubos cônicos graduados de polipropileno de 50 mL e

submetidos a centrifugação a 500 RPM por quatro minutos para separação das

caudas de cercárias pela sedimentação diferencial dos esquistossômulos.

O sobrenadante foi descartado, o pellet foi recuperado, distribuído em microtubos de

2 mL e três alíquotas de 10 microlitros (µL) foram separadas, diluídas 11 vezes e

aplicadas sobre lâmina microscópica para observação do aspecto geral destes,

incluindo motilidade, formato corporal, presença de granulação, estado de integridade,

bem como contaminação com caudas de cercárias, cercárias não transformadas,

além da contagem de esquistossômulos (RAMALHO-PINTO et al., 1974).

3.3.8 Extração de material genético

A extração de RNA foi realizada seguindo o protocolo estabelecido por trabalhos

prévios (JEREMIAS et al., 2017). Os esquistossômulos previamente transformados na

etapa anterior, foram submetidos a extração de RNA a fim de melhorar o rendimento

da extração. A metodologia utilizada foi baseada na extração do material genético por

lise celular, adicionado de proteinase K e carrier RNA e purificação por membrana de

sílica. A técnica empregada incorporou a lise por guanidinium thiocyanate ( )

da Thermo Fisher Scientific®, a purificação com sistema do RNeasy Mini Kit® 50

reações, pertencente ao fabricante QIAGEN© e por fim, tratamento com enzima

DNase da Thermo Fisher Scientific®. Em seguida, os pellets de

parasitos foram suspensos em 1

por pipetagens sucessivas.
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Os microtubos seguiram para agitação magnética vigorosa em equipamento HS19T

da fabricante AKSO®, usando tubos de vidro de parede espessa adequados e

repetindo três ciclos de agitação em velocidade 2.500 RPM por 15 segundos, seguido

de descanso em banho de gelo por umminuto. Conseguinte, o conteúdo foi transferido

a um novomicrotubo de 2 mL estéril e mantido por 20 minutos à temperatura ambiente

para permitir a completa dissociação dos complexos de nucleoproteínas. Foi

adicionado a este conteúdo 200 µL de clorofórmio, da fabricante Merck-Sigma-

Aldrich® e seguiu para agitação em equipamento vórtex multifuncional da fabricante

Kasvi® por 10 segundos.

O microtubo foi mantido a temperatura ambiente por 20 minutos e seguiu para

centrifugação a 12.000 RPM por 10 minutos a 4°C. A fase aquosa superior foi,

cuidadosamente, coletada com pipetador e transferida para um novo microtubo estéril

de 2 mL. Adicionou-se igual volume, 500 µL, de isopropanol Merck-Sigma-Aldrich® e

homogeneizou-se suavemente por inversão do tubo. O microtubo foi incubado a -20°C

por uma hora para precipitação do RNA total. Após este período, o microtubo foi

novamente centrifugado a 12.000 RPM por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi

descartado por inversão do microtubo e o precipitado foi lavado pela adição cuidadosa

de 500 µL de etanol 75% Merck-Sigma-Aldrich®, preparado em água ultrapura e livre

de nuclease. Novamente, o microtubo foi centrifugado a 12.000 RPM por cinco

minutos a 4°C e o sobrenadante foi desprezado. Essa etapa foi repetida pela segunda

vez e ao final o microtubo foi mantido invertido sobre um lenço de papel estéril dentro

da capela de fluxo laminar para secagem completa do precipitado e evaporação do

etanol, por 10 minutos. O precipitado, já seco, foi dissolvido em 100 µL de água

ultrapura, estéril, livre de RNA/DNA e RNAse e incubado em bloco de aquecimento a

50°C por 30 minutos. Após a completa dissolução do RNA, o tubo foi mantido em

banho de gelo.

Para realizar a purificação do RNA total no sistema RNeasy, foi adicionado ao

microtubo, 350 µL do tampão RLT e realizou-se a homogeneização. Conseguinte, foi

adicionado 250 µL de etanol Merck-Sigma-Aldrich®, homogeneizado, transferido para
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a coluna RNeasy Mini Spin® da QIAGEN© já acoplada ao tubo coletor e levado a

centrifugação por 10.000 RPM por 15 segundos. O flowthrough foi desprezado e a

coluna foi lavada com a adição de 500 µL de tampão RPE. Novamente, a coluna foi

submetida a centrifugação a 10.000 RPM por 15 segundos a 4°C, onde o filtrado foi

descartado. A lavagem com o buffer RPE foi repetida e sua centrifugação foi por dois

minutos, objetivando a eliminação do etanol da coluna. A coluna foi transferida para

um novo microtubo estéril, livre de nucleases e 50 µL de água livre de nucleases foi

adicionada. O tubo seguiu para centrifugação por 10.000 RPM por um minuto a 4°C,

gerando o RNA total purificado e livre de solventes orgânicos, em especial, de fenol.

Ainda desejando assegurar maior qualidade ao RNA extraído, uma etapa extra foi

incluída no processo, o tratamento com enzima DNase. Ao tubo contendo o RNA total,

foi adicionado 0,35 µL do tampão de enzima 10X, 0,5 µL da enzima DNase Turbo

da Thermo Fisher Scientific® e 1,15 µL de água ultrapura e livre de

nucleases. Uma vez homogeneizado, o microtubo foi incubado por uma hora a 37°C.

A inativação da enzima ocorreu pela adição de 3 µL do tampão Stop Buffer, seguida

da homogeneização e incubação em temperatura ambiente por dois minutos. O

microtubo seguiu para centrifugação a 10.000 RPM por 90 segundos a 4°C. O

sobrenadante foi cuidadosamente coletado, evitando pipetar o precipitado branco

formado e transferido para um novo microtubo estéril e livre nucleases. O RNA

purificado e tratado foi dividido em alíquotas de 10 µL e mantido a -80°C.

3.3.9 Análise de rendimento do material genético

O ensaio de quantificação e uma análise prévia de pureza foi efetuada no

equipamento NanoDrop 2000® luz ultravioleta visível (UV-Vis) Spectrophotometer da

Thermo Fisher Scientific®. O equipamento foi inicializado e o parâmetro de ácidos

nucléicos, subtipo RNA, foi selecionado. Para calcular o valor base da leitura, a análise

com branco foi selecionada, um µL de água ultrapura e livre de nucleases foi

adicionado ao leitor e a análise foi iniciada. Logo após, foi selecionada a análise
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amostral, 1 µL do RNA foi posicionado no local de leitura e a análise foi iniciada. A

concentração de RNA foi extrapolada da leitura da absorbância no comprimento de

onda de 260 (nanômetros) nm. Para avaliar a pureza do material, os parâmetros

coletados abordam duas importantes proporções, a razão 260/280 nm, que diz

respeito à razão de absorbância a 260 nm e 280 nm. Essa medida foi utilizada como

parâmetro de pureza para o RNA, se referindo principalmente à contaminação por

proteínas e fenóis. A razão 260 nm e 230 nm é uma medida secundária da pureza do

ácido nucléico e foi utilizada como indicativo da presença de contaminantes co-

purificados, como fenol, Ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA) ou guanidina, além

do glicogênio. Por fim, a dosagem em nanograma (ng) do ácido nucléico submetido a

análise foi fornecida, trazendo a correlação em ng de RNA por uL de amostra.

3.3.10 Análise de integridade do material genético

A análise da integridade e qualidade do material genético foi realizada por eletroforese

capilar e observação dos gráficos gerados no equipamento 2100 Bioanalyzer®, da

Agilent Technologies©. Pipetou-se 4 µL da amostra purificada em um poço do

dispositivo microeletrônico e demais reagentes necessários para realizar a corrida,

usando o kit RNA 6000 Pico®, da Agilent Technologies©. As amostras foram

devidamente diluídas de acordo com suas concentrações previamente definidas, para

a faixa recomendada pelo fabricante. As configurações foram inseridas no

equipamento e a corrida foi realizada. O equipamento possui o funcionamento

baseado no valor do RNA integrity number (RIN), onde o software calcula os picos de

RNA ribossômico (RNAr) por intermédio de um algoritmo, refletindo na qualidade da

preparação do RNA (ASSIS, 2020). O software atribui o valor de RIN de acordo com

a quantidade de sinal encontrada para as bandas equivalentes aos RNAr 5S, 18S e

28S, sendo o RIN de 10 uma pontuação ideal.
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3.3.11 Síntese em cDNA

Para o sintetizar o DNA complementar (cDNA), o High-Capacity cDNA Reverse

foi utilizado. A preparação da reação deu-se de acordo com as orientações do

protocolo do fabricante sendo pipetado 2 µL do tampão 10 RT em um microtubo de

0,2 mL livre de nucleases, juntamente com 0,8 µL do 25 desoxirribonucleotídeos

fosfatados (dNTP) mix na concentração de 100 milimolar (mM), 2 µL do 10X RT

Random Primers, 1 µL da

inibidor de RNase, 2 µL de água ultrapura livre de nuclease e por fim, 10 µL do RNA

extraído nas etapas anteriores, equivalente a 1000 ng, totalizando 20 µL de volume

reacional. A homogeneização foi efetuada por pipetagem suave e o tubo foi submetido

a uma ligeira centrifugação a 2000 G por um minuto no equipamento Centrifuga Spin

Tubo da fabricante Corning®. De forma imediata, o tubo foi levado ao termociclador

As condições de reação foram configuradas como 25°C por 10 minutos, 37°C por 120

minutos, 85°C por cinco minutos e 4°C infinitamente (ASSIS, 2020).

3.3.12 Obtenção do inserto

Uma vez preparado, o cDNA foi submetido a um novo ensaio de PCR, desta vez, com

os iniciadores que não possuíam os sítios das enzimas, sintetizados anteriormente,

objetivando o isolamento do fragmento de interesse, nesse caso, a porção genética

codificante da protease SmCE.

Thermus aquaticus

(Taq)

seguindo a bula do kit (ASSIS, 2020). O volume final da reação foi definido com 25

µL, sendo, portanto, pipetado em um microtubo de 0,2 mL livre de nucleases, 2,5 µL

de tampão 10X PCR sem cloreto de magnésio, 0,75 µL de 50 mM de MgCl2, 0,5 µL
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de 10 mM dNTP mix, 0,5 µL de forward primer a 10 micromolar (µM), 0,5 µL de reverse

primer a 10 (µM), 2 µL de cDNA molde

Polymerase e 18,15 µL de água ultrapura livre de nuclease. O termociclador utilizado

foi o T100, da Bio-Rad®. As configurações de ciclagem de temperatura foram 94°C

por dois minutos, uma única vez, 94°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos, 72°C

por um minuto, por 35 ciclos e 4°C infinitamente.

Foi preparado um litro de solução de EDTA 0,5 mol (M), onde 186,1 g de EDTA,

fabricante Merck-Sigma-Aldrich® foi adicionado em 700 mL de água tipo II filtrada, o

pH foi ajustado para 8,0 com solução de NaOH 10 M. Em seguida, foi adicionado água

tipo II filtrada em quantidade suficiente para (q.s.p.) 1000 mL. A solução foi levada à

autoclave à 121°C por 15 minutos.

Em seguida, foi preparada a solução Tris(hidroximetil)aminometano (TAE) 50X.

Conseguinte, foi preparado o gel de agarose com malha de 1,8%, utilizando a

isso, 18 g de agarose foram pesadas e transferidas para um Erlenmeyer de vidro

estéril. Foram adicionados 100 mL de TAE 1X ao recipiente contendo a agarose e

levados ao micro-ondas em ciclos de 30 segundos até completa dissolução e

derretimento. Uma vez que o conteúdo estava líquido e homogêneo, o suporte de

eletroforese foi montado e a agarose transferida. Imediatamente, um pente plástico

de cinco amostras foi encaixado para formar os poços de pipetagem do amplicon. Em

seguida, foi aguardada a completa solidificação do gel.

Após a solidificação, o pente de amostras foi retirado e o suporte com o gel foi

acoplado a cuba de eletroforese, o tampão TAE 1X foi utilizado para cobrir

completamente o gel. Em seguida, 20 µL o amplicon preparado foi homogeneizado

com 3 µL de Blue Green Loading Dye I, da fabricante LGC Biotecnologia®. Em

seguida, o volume total foi aplicado em um poço de amostra do gel e no poço do

extremo canto direito, foi aplicado 5 µL de ladder 100 pb da fabricante Ludwig

Biotecnologia©. A cuba de eletroforese foi ligada a energia elétrica, sendo definido 60
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volts para o carregamento da amostra no gel e 80 volts para a corrida da amostra no

gel. A corrida foi finalizada quando a amostra estava próxima a borda final do gel.

Em seguida, o gel foi retirado do tampão e levado a um transiluminador de luz UV. A

banda com peso molecular de interesse foi extraída do gel com o auxílio de um bisturi

e transferida para um microtubo de 1 mL estéril e livre de DNAse. A banda de DNA

correspondente, juntamente com o gel de agarose foram submetidos a extração de

DNA em gel pelo emprego do kit Agarose Gel Extraction da Cellco©, seguindo o

protocolo do fabricante. A banda excisada do gel foi adicionada a 300 µL tampão de

extração. O microtubo foi incubado à 60°C por 10 minutos, com homogeneização

eventual para assegurar completa dissolução do gel. Em paralelo, a coluna de spin foi

acoplada a um tubo coletor de 2 mL e 100 µL de tampão de ativação da coluna. Em

seguida, o conjunto foi centrifugado a 10.000 G por 30 segundos. A mistura de gel, a

essa altura, já dissolvida, foi transferida para a coluna de spin ativada e centrifugada

a 10.000 G por 30 segundos. O conteúdo passante, flowthrough, foi descartado e 700

µL de tampão de lavagem foram adicionados à coluna e centrifugados a 10.000 G por

30 segundos. O flowthrough foi descartado. A coluna foi transferida para um novo

microtubo estéril de 1,5 mL e 50 µL de tampão de eluição foi pipetado no centro da

coluna. O tubo foi incubado por um minuto à temperatura ambiente. Em seguida, o

tubo foi centrifugado por um minuto a 10.000 G, a fim de eluir o DNA.

O DNA purificado proveniente da banda gerada pelos primers sem os sítios das

enzimas foi empregado como molde em uma nova reação de PCR, desta vez, com os

primers que possuíam os sítios das enzimas. A reação para a repeat PCR (Re-PCR)

kit. O volume final

da reação foi definido com 25 µL, a montagem e ciclagem da reação foi feita de forma

igual a anterior.

Uma alíquota do amplicon foi submetida ao sequenciamento de Sanger na plataforma

de Sequenciamento Capilar da Fiocruz para averiguação da sequência isolada pelo
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par de primers. Os dados foram analisados pelo software ChromasPro DNA

Sequencing. Diante do resultado satisfatório, a amostra foi encaminhada para a

próxima etapa.

3.3.13 Clonagem da protease SmCEr

Para o início da clonagem o amplicon proveniente da etapa anterior foi digerido pelas

enzimas cujos quais os sítios foram inseridos nas extremidades, SacII e NotI, da

Thermo Fisher Scientific®. A ordem da digestão foi estabelecida para melhor

desempenho dos tampões de cada enzima. O protocolo seguido foi de acordo com a

bula do fabricante, sendo adicionado a um microtubo de 200 µL, estéril e livre de

DNAse, 16,3 µL de água ultrapura, 2 µL de Restriction Enzyme 10X Buffer, 0,2 µL de

albumina sérica bovina (BSA) acetilada, 1 µg/µL de DNA e após homogeneização, foi

adicionado 0,5 µL de SacII. A solução foi gentilmente homogeneizada e incubada à

temperatura ambiente por duas horas. Seguidamente, a concentração de cloreto de

sódio (NaCl) foi corrigida com 1,45 mols. Posteriormente, 1 µL de NotI foi adicionada

ao microtubo e incubada por uma hora à temperatura ambiente. As enzimas foram

inativadas pelo aquecimento a 80ºC por 20 minutos em bloco de aquecimento. A fim

de garantir a pureza do material, o produto foi submetido a purificação pelo PCR

de água

ultrapura e refrigerado a -20ºC até o momento do uso.

suspenso

solução foram utilizadas para a digestão com as enzimas SacII e NotI, seguindo a

mesma metodologia da digestão e purificação do amplicon, descrita acima. O vetor

Uma vez que a

digestão dos sítios enzimáticos foi bem-sucedida e o vetor encontra-se parcialmente

aberto, foi possível a clonagem da protease, mediante a inserção do gene de interesse

ntamente com 1,917 do
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DNA alvo, resultando em uma proporção de 3:1, indicado pelo fabricante. A enzima

Ligase Reaction Buffer, 1

coesivo das enzimas, o microtubo foi incubado por uma hora a 26ºC. Em seguida, o

microtubo foi armazenado a -20ºC até o momento do uso.

3.3.14 Transformação bactéria Escherichia coli

A transformação de bactérias E. coli possui como única finalidade a expansão da

quantidade de plasmídeo disponível para armazenamento, além da verificação da

inserção do gene no plasmídeo, visto que a lise da levedura P. pastoris é altamente

agressiva e danifica o DNA, devido sua espessa membrana celular. Portanto, não é

indicada a tentativa de recuperação do plasmídeo da levedura, com a técnica de

mínima preparação (mini-prep).

Uma alíquota de 123,96 ng de inserto completo, plasmídeo e gene de interesse, foram

E. coli da linhagem One Shot

TOP10® competentes, da Thermo Fisher Scientific®, linh

incubado em gelo por 30 minutos, em seguida, foi aquecido a 50ºC por 30 segundos

e levado para banho de gelo por 20 minutos. Logo após, o microtubo foi novamente

levado a água a 42ºC por dois minutos e descansou no gelo por mais cinco minutos.

Em um tubo cônico estéril de polipropileno de 50 mL foi adicionado meio líquido Luria

Bertani (LB) Low Salt (LS). Os insumos foram diluídos e levados para esterilização

por autoclavação. Aos tubos térias

recém transformadas. O conteúdo foi mantido em agitação de 250 RPM por uma hora

Zeocina , do fabricante Thermo Fisher

Scientific®, linha Invitrogen para cada 140 mL de ágar. As placas foram embaladas

em papel alumínio, evitando a luminosidade e incubadas por 37ºC durante dois dias.
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Após o crescimento, as colônias isoladas foram coletadas e novamente expandidas

em meio l

Esse crescimento foi realizado em tubos cônicos estéreis mantidos sob agitação de

250 RPM, a 37ºC até o alcance da densidade óptica 600 nm (O.D.600) 0,6. Por fim,

do foi plaqueado em ágar LB com adição de antibiótico, na

proporção já descrita acima. Após o crescimento, as colônias isoladas foram

armaz a -80ºC.

Para a execução damini-prep, o Fast-n-Easy Plasmid Mini-Prep Kit, Jena Bioscience©

foi empregado. Colônias isoladas foram suspensas Lysis Buffer por

pipetagem. Em seguida, o pellet bacteriano foi formado por centrifugação por 500 G

Neutralization Buffer contendo RNAse A foi

adicionado a amostra e homogeneizado suavemente por inversão do tubo. A amostra

foi centrifugada por 10.000 G por cinco minutos em temperatura ambiente.

Paralelamente Activation Buffer foi aplicado à coluna de ligação e levado

a centrifugação por 10.000 G por cinco minutos. O sobrenadante obtido após a

centrifugação da amostra foi transferido para a coluna de ligação já ativada e

novamente levado à centrífuga por 10.000 g durante 30 segundos. O flow-through foi

Washing Buffer na coluna. Mais uma vez, a coluna

foi centrifugada pelo mesmo tempo e velocidade descritos imediatamente acima. A

Elution Buffer foi aplicado

à amostra. A coluna repousou durante dois minutos e foi centrifugada a 10.000 G por

um minuto. O DNA purificado do plasmídeo completo, vetor inserido com o gene

codificante da SmCE, foi armazenado a -80ºC até o uso.

As amostras foram submetidas a gel de agarose a 2% para verificação do tamanho

do inserto e duas alíquotas foram encaminhadas ao sequenciamento de Sanger,

juntamente com os primers forward e reverse, para a plataforma de Sequenciamento

Capilar da Fiocruz. Com o resultado satisfatório, o material foi encaminhado para a

próxima etapa.
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3.3.15 Transformação levedura Pichia pastoris

Para a transformação da levedura P. pastoris, foi necessário linearizar o vetor,

enzima SacI, da fabricante Promega Biotecnologia, 2 µL de Restriction Enzyme 10X

Buffer, 0,2 µL de BSA acetilado e 16,3 µL de água ultrapura. A mistura reacional foi

incubada por uma hora a 37°C e foi inativada por 20 minutos a 65°C. O material foi

centrifugado por cinco minutos a 2.000 G para formação do pellet de DNA, foi lavado

com etanol 80%, secado por evaporação em capela de fluxo laminar e suspenso em

água ultrapura. O material foi armazenado a -80°C até o momento do uso.

A levedura P. pastoris, linhagem KM71H, é apresentada pelo fabricante semi-

coletada e transferida para um tubo cônico de polipropileno de 50 mL estéril contendo

5 mL de meio líquido Yeast Extract Peptone Dextrose (YPD) estéril. O caldo YPD foi

preparado com 10 g de extrato de levedura e 20 g de peptona dissolvidos em 900 mL

de água deionizada. O meio foi autoclavado e após resfriado, 10 mL de 10X dextrose

a overnight a 30°C.

Em um frasco de vidro foi transferido 500 mL do caldo YPD e 0,5 mL da cultura

crescida anteriormente. Esse novo inóculo foi submetido às mesmas condições de

temperatura e tempo até atingir a O.D.600 1,5.

A fim de assegurar que a eletroporação fosse efetiva, as leveduras foram submetidas

a etapa de eletrocompetência. Uma vez alcançado o valor de turbidez, as células

foram centrifugadas por 1.500 G por cinco minutos a 4°C. O pellet foi suspenso em

500 mL de água estéril gelada. Novamente, as células foram centrifugadas pelo tempo

e velocidade descritos acima e ressuspendidas em 250 mL de água estéril gelada.

Novamente, as células foram centrifugadas pelo tempo e velocidade descritos acima

e ressuspendidas em 20 mL de sorbitol 1 M, fabricante Merck-Sigma-Aldrich®, gelado.

Finalmente, as leveduras foram centrifugadas por 1.500 G durante cinco minutos a
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4ºC e o pellet foi ressuspendido em 1 mL de sorbitol 1 M, fabricante Merck-Sigma-

Aldrich®, gelado. As células foram mantidas no gelo e imediatamente seguiram para

a eletroporação.

suspensão de leveduras

eletrocompetentes transferidas para uma cubeta de eletroporação de 2 milímetros

(mm) do plasmídeo recombinante linearizado. O equipamento

-Rad©. A cubeta foi

encaixada no equipamento e o protocolo configurado foi 2000 volts, capacitância (F)

( ) de 200. Após o pulso, imediatamente foi adicionado 1 mL de

sorbitol 1 M, Merck-Sigma-Aldrich®, gelado, na cubeta. O conteúdo foi transferido

para um tubo cônico de polipropileno 15 mL estéril e incubado em agitação por duas

horas a 30ºC.

Placas com ágar Yeast Extract Peptone Dextrose with Zeocin (YPDS), compostas

por 10 g de extrato de levedura, 182,2 g de sorbitol, Merck-Sigma-Aldrich®, 20 g de

peptona e 20 g de ágar dissolvidos em 900 mL de água deionizada, após esterilização

por autoclavação, 100 mL de 10X dextrose foi adicionada. Quando o ágar alcançou a

temperatura de 60ºC, 1 mL de Zeocina

das leveduras transformadas para as placas e as mesmas foram incubadas por oito

dias a 30ºC, envoltas em papel alumínio. Após o crescimento, cada colônia isolada de

glicerol a -80ºC, em banho de álcool.

Apenas para a execução da etapa de verificação do frame do inserto na levedura, o

plasmídeo recombinante foi recuperado das células. Duas colônias crescidas

isoladamente nas placas de YPDS foram coletadas e incubadas, por 30ºC até O.D.600

1,6 em caldo Minimal Dextrose Medium with Histidine (MDH), preparado com 100 mL

de 10X Yeast Nitrogen Base - YNB -, 2 mL de 500X biotina, 100 mL de 10X dextrose

e 100 X histidina, dissolvidos em 800 mL de água deionizada estéril. Após a

homogeneização, a solução foi filtrada.
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Após o crescimento, as células foram centrifugadas por 1.500 G por cinco minutos e

lavadas com 10 mL de água estéril. Novamente, seguiram para centrifugação,

conforme descrito acima. As células foram suspensas em tampão sorbitol, Citrato e

EDTA (SCED), produzido com 1 M de sorbitol, 10 milimol (mM) de citrato de sódio 10

mM de EDTA e 10 mM de ditiotreitol. Posteriormente, foram adicionadas 0,3 mg de

Zymolyase®, AMSBIO©. As células foram incubadas por 50 minutos a 37ºC. 2 mL de

sodium dodecyl sulphate (SDS) foram adicionados e suavemente incorporados. 1,5

mL de 5 M de acetato de potássio foi adicionado e por fim, a solução foi centrifugada

por 10.000 G por cinco minutos, a 4ºC. O sobrenadante foi transferido para um novo

tubo estéril e dois volumes de etanol foram adicionados. Após 15 minutos, o tubo foi

novamente centrifugado nas mesmas condições anteriores, por 20 minutos. O pellet

foi gentilmente suspenso em 0,7 mL de tampão Tris-hydrogen chloride EDTA (TE),

preparado com 10 mM de Tris-HCl, com pH 7.4 e 1 mM de EDTA, com pH 8,0. Um

volume de fenol e clorofórmio foi adicionado, juntamente com um volume de álcool

isoamílico. Após suave homogeneização, a fase aquosa foi dividida em dois

microtubos estéreis, meio volume de 7,5 M de acetato de amônio e dois volumes de

álcool foram adicionados. Os tubos foram incubados no gelo por uma hora.

Finalmente, foram centrifugados nas mesmas condições descritas anteriormente e os

pellets

tampão TE e armazenados a -20ºC.

Com o plasmídeo recuperado, a PCR com os promoters primers, que são os

oligonucleotídeos complementares às regiões dos promotores do plasmídeo original,

foi realizada para verificação do frame do inserto. Foi empregada a enzima AmpliTaq

Gold® DNA Polymerase, fabricante Thermo Fisher Scientific®, linha Life

Technologies . Os primers promotores, da região AOX1, foram sintetizados pela

Merck-Sigma-Aldrich®, seguindo a sequência pré-moldada no manual EasySelect

Pichia Expression Kit do fabricante Thermo Fisher Scientific®. A sequência do primer

forward sintetizada foi composta da seguinte forma:

5 primer reverse sintetizada foi
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Buffer

AOX1 primer primer

® DNA Polymerase. A ciclagem foi definida

seguindo a orientação do fabricante. O peso molecular amplicon foi avaliado por

eletroforese, em gel de acrilamida 0,8% conforme descrito nas etapas anteriores e

uma alíquota foi submetida ao sequenciamento de Sanger. Uma vez que os resultados

foram satisfatórios, as leveduras que cederam os plasmídeos para essa análise foram

encaminhadas para a próxima etapa.

Para a expressão da protease SmCEr, uma única colônia, já submetida a todas as

análises de checagem, foi incubada em um frasco de vidro, de um litro, fechado com

gaze e estéril, com 100 mL de Buffered Glycerol-complex Medium (BMGY), preparado

com 10 g de extrato de levedura e 20 g de peptona dissolvidas em 700 mL de água

deionizada, após autoclavagem e resfriamento, 100 mL de 1 M de tampão potássio

fosfato, produzido com 132 mL de 1 M fosfato dipotássico, 868 mL de 1 M fosfato

monopotássico, foi adicionado. Foram adicionados a solução 100 mL de 10X YNB, 2

mL de 500X biotina e 100 mL de 10X glicerol. A incubação ocorreu por 18 horas, em

agitação de 300 RPM a 30ºC, até o alcance da O.D.600 6,0.

As células foram centrifugadas por 3.000 G durante cinco minutos e transferidas para

um frasco de vidro, de dois litros, fechado com gaze e estéril, contendo 100 mL do

meio de indução de expressão, Buffered Methanol-complex Medium (BMMY),

preparado como o BMGY, entretanto, sendo trocado o glicerol por 100 mL de 10X

metanol. O frasco foi levado a agitação por 300 RPM a 30ºC e a cada 10 horas, 1 mL

de metanol foi adicionado à solução para induzir a expressão da protease. Para

determinar o melhor tempo de expressão, alíquotas do sobrenadante de 24 horas, 48

horas e 72 horas foram coletadas e submetidas à técnica de sodium dodecyl sulphate

polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) para verificação da expressão. O gel

de carregamento foi construído a 5% de concentração e o gel de separação a 12% de

concentração. As amostras foram diluídas na proporção 1:2 em tampão de amostra,

composto por TrisHCl 0,5M, SDS 4%, g -mercaptoetanol 0,1%, azul de
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bromofenol 0,2% e levadas à fervura cinco minutos a 98ºC. Posteriormente, foram

conduzidas em corrente elétrica de 80-120 volts em tampão de corrida, composto por

Tris 250 mM, glicina 2,5M e SDS 1%. O primeiro gel foi corado com solução azul de

coomassie coloidal e o segundo gel foi montado em aparato de transferência Mini-

Trans Blot®, da fabricante Bio-Rad©. A corrente de 100 volts foi aplicada, durante

duas horas e ao final, a membrana foi submetida a bloqueio com 3% de proteínas do

leite e lavada cinco vezes com solução Tris-Buffered Saline (TBS), por cinco minutos.

O anticorpo anti-IgG murino conjugado a peroxidade Horseradish Peroxidase (HRP)

foi aplicado por submersão da membrana por duas horas. Após a última lavagem,

conforme descrito acima, a membrana foi revelada por ECL. A membrana foi revelada

pelo equipamento LAS4000®, da fabricante General Electric Healthcare Systems©

(BRAGA, 2020).

O frasco foi centrifugado a 500 G por cinco minutos, o pellet gerado foi gentilmente

suspenso -

80ºC, em banho de álcool. O sobrenadante foi purificado em coluna de níquel HisTrap

HP protein purification, da fabricante Cytiva. A dosagem do rendimento da protease

SmCEr foi realizada por método de Lowry.

3.4 Produção de anticorpos policlonais

A produção dos pAbs foi embasada em uma primeira metodologia (KÖHLER;

MILSTEIN, 1975) com adaptações previamente estabelecidas pelo Grupo DATA

(QUEIROZ, 2014). Dois camundongos, fêmeas, em idade de seis semanas, da

linhagem BALB/c, foram solicitadas à Seção de Biotério da Fiocruz. Os animais foram

pesados, medidos e devidamente identificados por etiqueta, em seguida foram

mantidos em gaiolas com ar, água e alimento controlados e estéreis. Optou-se por

manter os camundongos juntos e com enriquecedores ambientais para que houvesse

menor estresse físico e mental. Duas amostras sanguíneas pré-imunes de cada

camundongo foram coletadas, centrifugadas imediatamente para separação do soro

a 2000 G por umminuto no equipamento Centrifuga Spin Tubo da fabricante Corning®
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e armazenadas em microtubos a -20°C. Em seguida, foram imunizados, por via

subcutânea, na região costal, com seringa acoplada a agulha de 22 G, com 500 ng da

SmCEr purificada associada a 200 µL do adjuvante vacinal VacSIM® (USA patent nº.

61/476,431).

Após três dias os camundongos foram avaliados quanto ao surgimento de possíveis

lesões no local da aplicação e sinais indicativos de dores musculares. Após uma

semana e cinco dias, os camundongos receberam reforço com a mesma proporção

de SmCEr e adjuvante vacinal, foram novamente medidos e pesados e tiveram uma

amostra de sangue periférico coletada por seringa. As amostras foram centrifugadas

e armazenadas conforme descrito no parágrafo acima. O processo de imunização e

coleta sanguínea das cobaias repetiu-se por mais três vezes, sempre obedecendo o

período de tempo e a concentração de protease e adjuvante. Passados 15 dias, a

última imunização, dessa vez de forma intraperitoneal, foi executada, com a mesma

concentração de protease. As amostras sanguíneas foram coletadas, centrifugadas e

armazenadas.

As amostras sorológicas coletadas nos períodos pré-imunes e pós-imunes foram

empregadas no teste de ELISA para avaliação da reatividade imunológica das cobaias

contra a proteína. Para o ensaio de ELISA indireto, uma placa para microtitulação de

96 poços de poliestireno transparente de fundo plano, fabricante Kasvi®, foi

sensibilizada por 15,35 µL de SmCEr em 3,5 mL de Tampão Carbonato-Bicarbonato

(TCB) com pH 9,6. Foram pipetados 100 µL da solução em cada poço e incubados

por uma noite, cerca de 12 horas à 4ºC envolto em papel alumínio. Para a lavagem

da placa, um litro de 1X Phosphate-Buffered Saline (PBS) foi preparado, adicionou-se

8 g de NaCl, 0,2 g de cloreto de potássio, 1,44 g de fosfato de sódio dibásico, 0,24 g

de fosfato de potássio monobásico em 800 mL de água tipo II. O pH foi ajustado para

7,4 e o volume foi ajustado para um litro. Em seguida, 500 µL de Tween 20® (T20®),

fabricante Merck-Sigma-Aldrich® foi adicionado ao volume e homogeneizado. Cada

poço foi lavado com 300 µL da solução preparada por dez vezes. Para o bloqueio,

1,25 g de leite em pó semidesnatado foi homogeneizado em 50 mL de PBS 1X T20®
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e submerso na placa por uma hora a 37°C. Em seguida, a placa foi novamente

submetida à lavagem descrita acima. Logo após, 100 µL do preparado de 1 µL de soro

diluído em PBS 1X foram pipetados em cada poço e a placa foi incubada a uma hora

em temperatura ambiente. A placa foi novamente submetida à lavagem descrita. O

anticorpo anti-IgG murino conjugado a peroxidase foi diluído em 1:10.000 em PBS 1X

T20® e 100 µL foram aplicados em cada poço por uma hora a temperatura ambiente

envolto em papel alumínio. A placa foi lavada conforme descrito acima e a revelação

foi preparada com a pipetagem de 100 µL de Tetramethylbenzidine (TMB) em cada

poço. A placa foi incubada por 10 minutos e 100 µL solução de parada, composta por

ácido sulfúrico em 0.25 M de concentração, foi aplicada. A placa foi lida em

equipamento leitor de ELISA Multiskan FC Microplate Photometer da fabricante

Thermo Fisher Scientific®, no comprimento de ondas 450 nm.

Confirmada a produção de anticorpos pelos camundongos, após três dias da

imunização intraperitoneal, o animal com maior titulação de anticorpos foi sedado e

sacrificado em câmara de monóxido de carbono. Em seguida, foi submetido à

esplenectomia e as células do baço foram recuperadas após maceração sob

compressão em membrana de nylon com abertura de 70

ressuspensas em tubo de polipropileno com fundo cônico estéril de 50 mL com meio

DMEM, fabricante Thermo Fisher Scientific®, linha Life Technologies , centrifugadas

a 250 G por nove minutos à 4ºC. O sobrenadante foi desprezado e o pellet foi

ressuspenso. Foi adicionado 2 mL de Red Blood Cell Lysis Buffer, da fabricante

Merck-Sigma-Aldrich® à ressuspensão e a mistura foi gentilmente homogeneizada.

Em seguida, 8 mL de DMEM foram adicionados e o tubo foi encaminhado à

centrifugação por nove minutos à 250 G. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi

ressuspendido em 2 mL de DMEM para obtenção dos linfócitos B.

As células foram fundidas à mielomas por adição de polietilenoglicol da fabricante

Thermo Fisher Scientific®. Os hibridomas obtidos foram incubados em uma placa para

microtitulação poliestireno de fundo plano, fabricante Kasvi® e selecionados commeio

hipoxantina-aminopterina-timidina (HAT) durante quatro semanas. Cada poço foi
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monitorado por microscopia óptica para verificação de crescimento e viabilidade

celular (BRAGA, 2020). A identificação do subtipo de imunoglobulina foi realizada por

ELISA, utilizando os subtipos IgG Total, IgM, IgG1, IgG2 e IgG3.

Para purificação dos anticorpos policlonais, a solução de sulfato de amônio (SAS) foi

utilizada para remoção dos debris celulares. Durante 16 horas, a solução foi agitada

à 4ºC. Em seguida, o volume foi centrifugado a 6.000 G por 35 minutos em

temperatura controlada à 4ºC. O pellet foi suspenso em 100 mL de PBS e dialisado

com PBS, por fim, os pAbs foram encaminhados à segunda etapa de purificação por

seguindo as especificações do fabricante. Por fim, concentrados em coluna

neral Electric Healthcare Systems©, para um

volume final de 10 mL e armazenado à 4ºC (BRAGA, 2020).

Para verificação da presença do anticorpo desejado, a técnica de Western Blot foi

realizada, onde o anticorpo purificado foi submetido ao SDS-PAGE unidimensional

(LAEMMLI, 1970) em equipamento MiniProtean III®, da fabricante Bio-Rad©. O gel

de carregamento foi construído a 5% de concentração e o gel de separação a 12% de

concentração. As amostras foram diluídas na proporção 1:2 em tampão de amostra,

composto por HCl 0,5M, SDS 4%, g -mercaptoetanol 0,1%, azul de

bromofenol 0,2% e levadas à fervura cinco minutos a 98ºC. Posteriormente, foram

conduzidas em corrente elétrica de 80-120 volts em tampão de corrida, composto por

Tris 250 mM, glicina 2,5M e SDS 1%. O primeiro gel foi corado com solução azul de

coomassie coloidal e o segundo foi transferido para membrana Immun-Blot® PVDF

Membrane, da fabricante Bio-Rad©. A corrente de 100 volts foi aplicada, durante duas

horas, utilizando o equipamento Mini-Trans Blot®, da fabricante Bio-Rad©. A

membrana foi submetida a bloqueio com 3% de proteínas do leite e lavada cinco vezes

com solução TBS, por cinco minutos. O anticorpo anti-IgG murino conjugado a HRP

foi aplicado por submersão da membrana por duas horas. Após a última lavagem,

conforme descrito acima, a membrana foi revelada por ECL e a imagem foi capturada
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pelo equipamento LAS4000®, da fabricante General Electric Healthcare Systems©

(BRAGA, 2020).

3.5 Padronização do teste rápido Dot Blotting

O teste de Dot Blotting para diagnóstico direto da infecção por S. mansoni,

denominado dDot-SmCE, e o teste de Dot Blotting para diagnóstico indireto da

infecção por S. mansoni, denominado iDot-SmCE, utilizaram as amostras disponíveis

no biorrepositório do Grupo DATA do Instituto René Rachou, Fiocruz Minas.

3.5.1 Padronização dDot-SmCE

O teste dDot-SmCE foi submetido a dez tentativas de padronização a fim de alcançar

as concentrações e tempos de incubações que levassem a um resultado satisfatório.

Todos os ensaios utilizaram a membrana Immun-Blot® PVDF Membrane, da

fabricante Bio-Rad©, com 0,45 µm de porosidade.

A primeira tentativa utilizou 10 uL de amostras sorológicas diluídas 1:2 em TBS em

cada spot. Seguidamente, a membrana foi submetida a lavagem com TBS-T20® por

três vezes, durante dez minutos. Posteriormente, a membrana foi bloqueada com

solução TBS, adicionada a 1000 µL de T20® e 20% de leite em pó semidesnatado,

por submersão, durante uma hora a 37ºC. Uma nova lavagem, conforme a anterior,

foi executada. Adicionou-se 5uL dos anticorpos policlonais de SmCEr diluídos 1:5 em

cada spot e a membrana foi incubada por 30 minutos a temperatura ambiente. As

lavagens foram realizadas e 5 uL de anticorpo IgG humano conjugado a HRP, da

fabricante Merck-Sigma-Aldrich®, diluído 1:1500 foi aplicado em cada um dos spots.

Em seguida, a membrana foi incubada por duas horas a 37°C. Novas lavagens foram

feitas e por fim, as membranas foram reveladas com 1,5 mL de reagente ECL e

Electric Healthcare Systems©.
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A segunda tentativa recebeu alterações na concentração do bloqueio, passando para

25% de leite em pó semidesnatado e na concentração do anticorpo IgG humano

conjugado a HRP, passando para 1:2000. A terceira tentativa foi alterada quanto a

concentração das amostras sorológicas diluídas, passando para 1:5. As lavagens

foram reduzidas para cinco minutos e o anticorpo IgG humano conjugado a HRP foi

diluído para 1:3000. A quarta tentativa foi modificada quanto a diluição das amostras

sorológicas, alcançando o valor de 1:8 e retorno do tempo de lavagem para dez

minutos. A quinta tentativa utilizou o mesmo protocolo do ensaio anterior com uma

diluição do anticorpo IgG humano conjugado a HRP, para 1:3000. A sexta tentativa foi

alterada quanto ao tempo de incubação do anticorpo IgG conjugado, passando para

três horas, em temperatura ambiente. A sétima tentativa contemplou a alteração na

concentração das amostras, alcançando 1:10 e manteve o restante do protocolo

semelhante ao anterior. A oitava tentativa de padronização retirou a lavagem efetuada

após a aplicação do anticorpo IgG conjugado. A nona tentativa foi modificada quanto

a diluição das amostras sorológicas, alcançando a proporção de 1:15. Por fim, a

décima e última tentativa de padronização modificou a diluição anticorpo IgG

conjugado para 1:5000.

3.5.2 Padronização iDot-SmCE

O teste iDot-SmCE foi submetido a quatro ensaios de padronização a fim de alcançar

as concentrações e tempos de incubações que levassem a um resultado satisfatório.

Todos os ensaios utilizaram a membrana Immun-Blot® PVDF Membrane, da

fabricante Bio-Rad©, com 0,45 µm de porosidade.

A primeira tentativa ocorreu com a sensibilização das membranas com 0,10 µg de

SmCEr concentrada em 10 µL em cada spot. Após a secagem, a membrana foi

submetida a lavagem com TBS-T20® por três vezes, durante dez minutos.

Posteriormente, a membrana foi bloqueada com solução TBS, adicionada a 1000 µL

de T20® e 10% de leite em pó semidesnatado, por submersão, durante uma hora a

37ºC. A mesma lavagem descrita acima foi efetuada. As amostras foram diluídas na
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proporção 1:10 em solução TBS e 10 µL foram pipetadas em casa spot.

Posteriormente, o anticorpo IgG humano conjugado a HRP e diluído em 1:50.000 foi

aplicado em cada um dos spots. As membranas seguiram para incubação por duas

horas em temperatura ambiente e foram lavadas conforme descrito anteriormente. Por

fim, as membranas foram reveladas com 1,5 mL de reagente ECL e fotografadas pelo

Systems©.

Na segunda tentativa, as membranas foram sensibilizadas com 0,10 µg de SmCEr

concentrada em 10 µL em cada spot. Após a secagem, a membrana foi submetida a

lavagem com TBS-T20® por três vezes, durante dez minutos. Em seguida, a

membrana foi bloqueada com solução TBS, adicionada a 1000 µL de T20® e 20% de

leite em pó semidesnatado, por submersão, durante uma hora a 37ºC. A mesma

lavagem descrita acima foi efetuada. As amostras foram diluídas na proporção 1:50

em solução TBS e 10 µL foram pipetadas em casa spot. Posteriormente, o anticorpo

IgG humano conjugado a HRP e diluído em 1:80.000 foi aplicado em cada um dos

spots. As membranas seguiram para incubação por duas horas em temperatura

ambiente e foram lavadas conforme descrito anteriormente. Por fim, as membranas

foram reveladas com 1,5 mL de reagente ECL e fotografadas pelo equipamento

Amersham Imager 600

Na terceira e última tentativa de padronização do iDot-SmCE, foi 0,05 µg de SmCEr

concentrada em 10 µL em cada spot. Após, a membrana foi bloqueada com solução

TBS, adicionada a 1000 µL de T20® e 10% de leite em pó semidesnatado, por

submersão, durante uma hora a 37ºC. A mesma lavagem descrita acima foi efetuada.

As amostras foram diluídas na proporção 1:100 em solução TBS e 5 µL foram

pipetadas em casa spot. Posteriormente, o anticorpo IgG humano conjugado a HRP

e diluído em 1:100.000 foi aplicado em cada um dos spots. As membranas seguiram

para incubação por duas horas em temperatura ambiente e foram lavadas conforme

descrito anteriormente. Por fim, as membranas foram reveladas com 2mL de reagente
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Electric Healthcare Systems©. Por fim, no último ensaio, as membranas foram

sensibilizadas com 0,1 µg de SmCEr concentrada em 5 µL em cada spot. Após a

secagem completa da protease, a membrana foi bloqueada com solução TBS,

adicionada a 1000 µL de T20® e 5% de leite em pó semidesnatado, por submersão,

durante uma hora a 37ºC. Em seguida, as membranas foram lavadas com TBS-T20®

em agitação por três vezes, durante cinco minutos. As amostras foram diluídas 1:100

em solução TBS e 5 µL foram pipetadas em casa spot. Na sequência, o anticorpo IgG

humano conjugado a HRP e diluído em 1:120.000 foi aplicado em cada um dos spots.

As membranas seguiram para incubação por uma hora em temperatura ambiente e

foram lavadas conforme descrito anteriormente. Por fim, as membranas foram

reveladas com 2 mL de reagente ECL e fotografadas pelo equipamento Amersham

3.6 Análises estatísticas

As análises das 150 amostras foram realizadas pelo software ImageJ©, do National

Institute of Health dos Estados Unidos da América. Após a seleção do threshold, todos

os spots reagentes foram marcados e mensurados quanto à área, perímetro,

densidade integrada e localização de XM e YM. Em seguida, os valores foram

transferidos em uma planilha e foram submetidos à análise pelo software GraphPad

Prism© 9.0, onde ocorreu a confecção dos gráficos, com 95% de confiança.

Inicialmente, o valor de Determinação do Limiar de Corte (LOD) foi determinado,

juntamente com a sensibilidade, especificidade e a construção da curva ROC.

Seguidamente, as análises estatísticas foram realizadas com o teste de Análise de

Variância (ANOVA) não paramétrico, Kruskal-Wallis. Por fim, a acurácia entre o

método KK e o novo método foi avaliada por índice Kappa calculado pelo software

GraphPad©, sendo: k < 0,01: sem concordância; k = 0,01-0,20: baixa; k = 0,20-0,40:

razoável; k = 0,40-0,60: moderada; k = 0,60-0,80: substancial; k = 0,80-1,00: quase

perfeito.
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4 RESULTADOS

___________________________________________________________________
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4 RESULTADOS

4.1 Escolha do gene alvo

A sequência XM_018791020.1 (Figura 8), composta por 917 base nitrogenadas foi

escolhida no banco de dados NCBI. As características do gene alvo podem ser

descritas como uma sequência estável, com índices de self annealing, hairpin dentro

dos índices aceitáveis, próximo a seis e a não presença de stop codon no meio da

sequência.

Figura 8: Sequência gênica XM_018791020.1

Sequência gênica da protease SmCE escolhida

Fonte: NCBI, 2019

É válido relembrar que o uso de plataformas e programas de computadores da área

de bioinformática possui importante papel no planejamento de projetos científicos,

minorando significativamente os erros. O software ApE® delimitou a região ORF,
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sinalizou o local onde havia sítios de ligação de enzimas de digestão e linearização,

trazendo segurança na escolha das enzimas utilizadas na clonagem, SacII, NotI para

a digestão dos sítios e inserção do gene de interesse e SacI, para a linearização do

plasmídeo para a transformação da levedura P. pastoris (Figura 9). Dito isso, as três

enzimas foram escolhidas visto que não clivam o gene de interesse (Figura 10).

Figura 9: Sequência gênica com ORF definida

Demonstração da região ORF, em azul, da sequência gênica escolhida pelo software ApE®

Fonte: O autor
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Figura 10: Sítios de clivagem das enzimas ausentes no gene

Representação demonstrando os sítios de enzimas de restrição mapeados no gene de interesse. Em

azul está destacada a maior ORF, iniciando pelo códon de partida ATG e sem presença de stop códons

precoces, compreendendo 792 nucleotídeos. Em vermelho, destaque para a ausência de sítios de

restrição para as enzimas NotI, SacI e SacII determinado pelo software ApE®

Fonte: O autor

O software foi empregado para traduzir o gene em aminoácidos para que essa

sequência fosse confrontada (Figura 11), via ferramenta BLAST-P® com a proteína

depositada no Gene Bank® (GenBank), CCD60795.1. Os resultados obtidos foram

100% de identidade, max score de 539 e valor de E de 0,0 (Figura 12). Essas

informações confirmaram que o gene XM_018791020.1 é codificante da protease

SmCE e por tanto, foi empregado com segurança na clonagem. É importante ressaltar

que, por ser um banco de depósitos de sequências gênicas, o NCBI, pode apresentar

dados incorretos, dessa forma, é primordial que as etapas de verificação sejam

realizadas.



86

Figura 11: Sequência de aminoácidos gerada

Demonstração da sequência de aminoácidos gerada pela ORF previamente definida, em azul,

determinada pelo software ApE®

Fonte: O autor

Figura 12: Identidade alinhada dos genes

Demonstração da identidade gerada entre o gene codificante e a proteína depositada

Fonte: BLAST-P®, 2019

4.2 Definição da metodologia de clonagem

O sistema comercial pastoris, do fabricante Thermo Fisher

como a presença do gene AOX1, que induz a metabolização por metanol, trazendo
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maior controle durante a indução da expressão heteróloga da protease, o gene Sh

ble, que confere resistência ao antibiótico Zeocina , que foi empregado tanto na

etapa em microrganismos procariotos, quanto em organismo eucariotos, trazendo

economia ao projet fator de sinal de secreção, que

uma vez usado em transformação de linhagens como a KM71H, com genótipo Muts,

lhes confere a capacidade de secreção das moléculas heterologamente expressas

para o meio extracelular, facilitando sua purificação

4.3 Confecção do par de primers

Os primers foram planejados pelo software Primer3Plus®, onde características

críticas como temperatura de anelamento, % CG, hairpin e self-annealing. A

sequência do primer forward sintetizada foi desenhada como:

sendo a última sequência com o sítio de ligação da enzima de digestão SacII. O

planejamento do primer forward foi baseado na localização da sequência de bases

ATG, caracterizando um códon de iniciação. É possível visualizar a posição dos

primers forward e reverse em relação à sequência do gene selecionado para o estudo

(Figura 13).

A sequência do primer reverse sintetizada foi como:

sendo a segunda com a inserção do sítio de ligação da enzima de restrição NotI. É

importante ressaltar que ambas as enzimas de restrição, SacII e NotI possuem cortes

coesivos, trazendo maior confiabilidade à reação. A temperatura ótima de anelamento

do primer forward foi definida em 55,8°C, % CG 45,00, any de 6,00, hairpin com índice

de 0,00 e com início na posição 1pb. O primer reverse obteve tm de 50,03, GC de

35,00%, any de 4,00, hairpin de 0,00 e início na posição 864 pb (Figura 14).
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Figura 13: Localização de primers e códons

Demonstração das localizações dos primers forward, na primeira linha, em azul, e reverse, na penúltima

linha, em azul. Em verde, é identificada a localização do start códon e em vermelho é demonstrado a

localização do stop códon

Fonte: O autor

Figura 14: Características do par de primers

Representação das características pré-estabelecidas para os primers forward e reverse

Fonte: Primer3Plus®, 2019
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4.4 Análise de correspondência do amplicon

O produto gerado pelos primers foram averiguados nas plataformas BLAST-N®,

BLAST-P® e UniProt® com o intuito de confirmar se a sequência gerada correspondia

a protease desejada, CCD60795.1. Foi verificado que os primers geraram um produto

com 100% de identidade com a proteína e um valor de E de 0,0, demonstrando que a

confecção dos primers capaz de isolar a protease de interesse (Figura 15).

Figura 15: Identidade do produto gerado em comparação com a proteína depositada

Demonstração da identidade do produto gerado pelo par de primers frente a proteína de interesse

Fonte: BLAST-P®, 2019

O banco de dados UniProt® foi consultado e foi possível localizar a proteína completa

depositada sob o número de identificação P12546, com a sequência FASTA (Figura

16).
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Figura 16: Sequência FASTA da protease SmCE

Demonstração da sequência FASTA da protease SmCE depositada no banco de dados UniProt®, sob

o número de identificação P12546

Fonte: UniProt®, 2019

A sequência foi comparada ao depósito da proteína no banco de dados NCBI pela

plataforma BLAST-P® resultou em 96,97% de identidade e um valor de E de 0,0

(Figura 17), demonstrando que ambos os depósitos são semelhantes.

Figura 17: Comparação entre os depósitos

Demonstração da comparação entre os depósitos presentes nos bancos de dados utilizados

Fonte: BLAST-P®, 2019

4.5 Transformação de cercárias em esquistossômulos

A transformação metabólica e mecânica das cercárias de linhagem LE, isoladas há

cerca de 50 anos em um paciente residente na cidade de Belo Horizonte, pelo

Laboratório de Esquistossomose da Fiocruz (PELLEGRINO; KATZ, 1968), ocorreu de
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Figura 19: Dosagem do RNA

Captura de imagem do software NanoDrop 2000® UV-Vis Spectrophotometer demonstrando o

rendimento, em rosa

Fonte: O autor

Levando em consideração a aplicação subsequente do ácido nucleico na clonagem,

foi necessário mensurar a integridade do RNA, a fim de assegurar sua qualidade. Os

resultados obtidos na eletroforese capilar demonstraram um valor de RIN de 2,70

(Figura 20).

Embora este valor seja distante daquele considerado ideal, o eletroferograma bem

como o perfil cromatográfico das amostras evidenciam forte banda de peso molecular

mais elevado, bem como equivalente pico com notável amplitude em relação aos

demais, além de não ser observada banda forte equivalente aos baixos pesos

moleculares, o que representariam a degradação do RNA da amostra.



93

Figura 20: Resultado da integridade do RNA

Demonstração gráfica obtida pela captura de tela do software 2100 Bioanalyzer®, indicando o valor de

RIN obtido

Fonte: O autor

4.7 Isolamento do inserto

A PCR convencional com os primers sem sítio de ligação das enzimas resultou em

uma banda de DNA com visualização fraca (Figura 21). Situação essa que pode

ocorrer pela dificuldade de anelamento dos primers devido a diferença de temperatura

entre o iniciador forward e reverse.
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Figura 21: Gel de agarose contendo a banda de material genético isolado

Gel de agarose demonstrando a banda de material genético isolado pelo par de primers. Na primeira

canaleta, da direita para a esquerda, é mostrado o padrão de peso molecular, destacando o peso de

1000 pares de bases e nas canaletas de número dois e três estão as bandas de DNA de interesse

Fonte: O autor

Após a excisão de DNA do gel, este foi utilizado como template em Re-PCR

convencional, desta vez com os primers portadores do sítio das enzimas de digestão

e foi possível visualizar uma forte banda no gel (Figura 22).
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Figura 22: Gel de agarose após Re-PCR

Gel de agarose demonstrando a banda de material genético isolado pelo par de primers após Re-PCR.

Na primeira canaleta, da direita para a esquerda, está o padrão de peso molecular, destacando o peso

de 1000 pares de bases. Nas canaletas de número dois e quatro estão o material genético de interesse

Fonte: O autor

O DNA recuperado do gel foi encaminhado ao sequenciamento de Sanger e após

análise pelo programa computacional ChromasPro DNA Sequencing, obteve-se como

resultados uma separação adequada dos picos aliada a um índice de confiabilidade

satisfatório (Figura 23 e 24). Após alinhamento das sequências obtidas do

sequenciamento Sanger, as sequências consenso de cada clone foram submetidas

ao alinhamento aplicando a ferramenta BLAST-N® remotamente, contra bancos de

dados de sequências não redundantes. A correspondência ao gene da SmCE foi

confirmada, com 99,52% de identidade (Figura 25), permitindo assim, o avanço para

a próxima fase do projeto.
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Figura 23: Sequenciamento de Sanger frente ao primer forward

Captura de tela do resultado gerado pelo sequenciamento de Sanger via software ChromasPro DNA

Sequencing frente ao primer forward

Fonte: O autor

Figura 24: Sequenciamento de Sanger frente ao primer reverse

Captura de tela do resultado gerado pelo sequenciamento de Sanger via software ChromasPro DNA

Sequencing frente ao primer reverse

Fonte: O autor
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Figura 25: Similaridade do produto em comparação com a proteína depositada

Demonstração da similaridade do sequenciamento do DNA recuperado do gel de agarose frente a

proteína depositada

Fonte: BLAST-P®, 2019, 2019

4.8 Transformação bactéria Escherichia coli

A etapa de transformação da bactéria E. coli ocorreu de forma satisfatória, com o

crescimento de colônias isoladas, de coloração esbranquiçada (Figura 26).

Figura 26: Bactéria E. coli após a transformação

Placa com ágar LB LS demonstrando o crescimento da bactéria E. coli após a transformação

Fonte: O autor

Uma vez obtido o crescimento de colônias de bactérias transformadas no meio de

cultura contendo o antibiótico para o qual o plasmídeo confere resistência, a etapa de

mini-prep foi executada, visando a verificação da inserção do gene no plasmídeo e

sua expansão para usos futuros. Pela visualização do gel de agarose foi possível
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confirmar que a distância percorrida pela banda de DNA plasmidial, correspondeu ao

peso molecular do plasmídeo recombinante, 4.457 pb, equivalente ao somatório dos

pesos moleculares do plasmídeo original e do inserto clonado (Figura 27).

Figura 27: Gel de agarose demonstrando as bactérias transformadas

Demonstração em gel de agarose demonstrando omini-prep realizado com as bactérias transformadas.

Na primeira canaleta, da direita para a esquerda, está o padrão de peso molecular, destacando o peso

de 4000 pares de bases. Nas canaletas 2 a 13 estão os plasmídeos recombinantes obtidos de clones

selecionados do processo de transformação. Nas canaletas 14 e 15 estão as amostras de bactérias

sem plasmídeo. Na última canaleta, de número 16 está o DNA de bactéria transformada com plasmídeo

sem o inserto de interesse

Fonte: O autor

O sequenciamento de Sanger apresentou resultados satisfatórios (Figura 28 e 29),

picos bem definidos e alta confiabilidade. O retorno da análise pelo BLAST-N®

demonstrou 99,87% de identidade ao gene alvo e valor de E de 0,0. Portanto, a etapa

de clonagem foi executada com sucesso.
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Figura 28: Sequenciamento de Sanger frente ao primer forward

Captura de tela do resultado gerado pelo sequenciamento de Sanger via software ChromasPro DNA

Sequencing frente ao primer forward

Fonte: O autor

Figura 29: Sequenciamento de Sanger frente ao primer reverse

Captura de tela do resultado gerado pelo sequenciamento de Sanger via software ChromasPro DNA

Sequencing frente ao primer reverse

Fonte: O autor
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4.9 Transformação levedura Pichia pastoris

A transformação da levedura ocorreu de forma efetiva, demonstrando colônias

características, demonstrando que a eletroporação manteve a viabilidade das células

(Figura 30).

Figura 30: Ágar LB LS contendo as leveduras P. pastoris após transformação

Demonstração do crescimento das leveduras P. pastoris em ágar LB LS

Fonte: O autor

O amplicon gerado pelos primers promotores foram aplicados em gel de agarose e

identificaram uma banda com cerca de 1.444 pb, sendo 580 pb provenientes da

porção compreendida pelos primers

do gene de interesse (Fihura 31).
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Figura 31: Gel de agarose do amplicon gerado pelos primers promotores

Demonstração do gel de agarose com o amplicon gerado anteriormente. Da direita para a esquerda,

na primeira canaleta está o padrão de peso molecular, destacando o peso de 2000 pares de bases.

Nas canetas de números dois, três e quatro, estão os amplicon gerados primers promotores

Fonte: O autor

O sequenciamento de Sanger demonstrou que o gene foi inserido no frame adequado,

confirmando que a etapa de clonagem foi executada com sucesso (Figura 32). A

checagem da posição que o gene de interesse é inserido no plasmídeo é de extrema

importância, a fim de garantir que a protease SmCEr será produzida em sua

conformação correta.
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Figura 32: Sequenciamento de Sanger frente ao par de primers promotores

Captura de tela do resultado gerado pelo sequenciamento de Sanger via software ChromasPro DNA

Sequencing frente ao par de primers promotores

Fonte: O autor

Para averiguação da real expressão da protease recombinante, a técnica de Western

Blot foi executada e foi possível atestar a presença da SmCEr na altura esperada,

com 27 kDa (Figura 33).
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Figura 33: Membrana de Western Blot contendo a protease SmCEr

Demonstração da membrana de Western Blot com as amostras de SmCEr. Na primeira canaleta, da

direita para a esquerda, está o padrão de peso molecular, destacando a altura de 31 kDa. Nas canetas

de números dois e três, estão as amostras da protease SmCEr

Fonte: O autor

Ao final da produção da SmCEr, após coleta dos sobrenadantes e purificação em

coluna de níquel, a dosagem de proteínas evidenciou uma concentração de 2,63

mg/mL (Tabela 1).

Tabela 1: Dosagem da SmCEr por técnica de Lowry

Abs.

1

Abs.

2

Abs.

3

Média Concentração mg/mL Concentração g/L

0,328 0,321 0,374 0,341 2,36 2,36

Tabela representando as dosagens obtidas pela metodologia de Lowry, sendo as três primeiras colunas

representadas pelas absorbâncias obtidas. A quarta coluna com a média das absorbâncias e as

colunas de números cinco e seis, as concentrações em diferentes unidades de medida. Legenda: Abs

= absorbância

Fonte: O autor
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4.10 Produção de anticorpos policlonais

Com o intuito de determinar o título de anticorpos presentes no soro pré-imunização

e pós-imunização, as amostras sorológicas coletadas dos camundongos foram

empregadas no ensaio de ELISA e resultou nos valores abaixo. Foi possível observar

o aumento gradativo da taxa de imunização dos animais, partindo da absorbância de

0,094 até 0,0456 nm (Tabela 2), assegurando a satisfatória sensibilização dos

camundongos.

Tabela 2: Resultados de absorbância do teste de ELISA

Identificação

BALB/c

Média das

absorbâncias (nm)

BALB/c 1

Pré-imunizado

0,094

BALB/c 2

Pré-imunizado

0,091

BALB/c 1

1° imunização

0,172

BALB/c 2

1° imunização

0,184

BALB/c 1

2° imunização

0,218

BALB/c 2

2° imunização

0,204

BALB/c 1

3° imunização

0,280

BALB/c 2

3° imunização

0,271

BALB/c 1

4° imunização

0,305
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BALB/c 2

4° imunização

0,302

BALB/c 1

5° imunização

0,394

BALB/c 2

5° imunização

0,391

BALB/c 1

6° imunização

(intraperitoneal)

0,411

BALB/c 2

6° imunização

(intraperitoneal)

0,456

Tabela representando os valores obtidos de absorbância no soro dos camundongos durante cada fase

de imunização

Fonte: O autor

Os resultados apresentados acima foram empregados na construção de gráfico para

melhor visualização da curva de imunização (Gráfico 1) dos camundongos ao longo

das fases.
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Gráfico 1: Curva de imunização do soro dos camundongos

Representação gráfica contendo os dados de absorbância dos camundongos ao longo das etapas de

imunização

Fonte: O autor

O ensaio de ELISA realizado para identificação do subtipo da imunoglobulina foi

positivo para IgG1 (Gráfico 2).
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Gráfico 2: Índices de subtipos de anticorpos

Representação gráfica dos valores de absorbância encontrados no ensaio de ELISA frente a cada

subtipo de anticorpos

Fonte: O autor

Para averiguação da produção dos pAbs produzidos in vitro, a técnica deWestern Blot

foi reproduzida e foi possível confirmar a presença das cadeias pesadas dos

anticorpos, localizadas nas alturas de 150 kDa e 100 kDa e a cadeia leve, localizada

na altura de 25 kDa (Figura 34). Dito isso, foi assegurada a produção efetiva dos

anticorpos policlonais.
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Figura 34: Membrana de Western Blot com os pAbs produzidos in vitro

Membrana de Western Blot com os pAbs produzidos in vitro. Na primeira canaleta, à direita, está

localizado o padrão de peso molecular, onde foram identificados os pesos moleculares de 150 kDa,

100 kDa e 25 kDa. Na segunda, terceira, quarta e quinta canaleta, estão as amostras eluídas

Fonte: O autor

4.11 Padronização do teste rápido dDot-SmCE

O ensaio do dDot-SmCE inicialmente foi planejado para detecção direta da

esquistossomose mansoni, utilizando o pAb da SmCEr. Contudo, após dez tentativas,

não foi possível prosseguir com o teste direto, utilizando os pAbs produzidos in vitro.

Tentaram-se diversas diluições de anticorpos policlonais, concentração de amostras

e bloqueios, em contrapartida, os resultados apresentados pelas membranas não

mostraram reações nos spots (Figura 35), inclusive nas amostras positivas.
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Figura 35: Membrana de amostras positivas do ensaio dDot-SmCE não padronizado

Membrana com amostras positivas do ensaio dDot-SmCE demonstrando a não padronização do teste

e a falta de reatividade entre os anticorpos e os antígenos. Legenda: B = Branco

Fonte: O autor

4.12 Padronização do teste rápido iDot-SmCE

O iDot-SmCE seguiu para a padronização, utilizando a protease SmCEr. A primeira

tentativa de padronização resultou em uma membrana com forte reação em todos os

spots, inclusive nas amostras NNE e branco (Figura 36).

Figura 36: Membrana da primeira tentativa com amostras POS, NE e NNE

Demonstração da membrana da primeira tentativa de padronização do iDot-SmCE, onde observou-se

forte reação em todos os spots. Legenda: B = Branco

Fonte: O autor
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A segunda tentativa de padronização resultou em uma membrana com forte reação

em todos os spots, inclusive nas amostras NNE e branco, além de dificuldade de

reprodutibilidade das duplicatas (Figura 37).

Figura 37: Membrana da segunda tentativa com amostras POS, NE e NNE

Demonstração da membrana da segunda tentativa de padronização do iDot-SmCE, onde observou-se

forte reação em todos os spots e dificuldade de reprodução das duplicatas. Legenda: B = Branco

Fonte: O autor

Na terceira tentativa, utilizou-se menores concentrações e os resultados

demonstraram confiabilidade e reprodutibilidade do teste, assegurando sua

potencialidade como novo método diagnóstico. As amostras positivas (Figura 38 A)

demonstraram forte marcação na membrana. A reação observada está relacionada

entre as ligações ocorridas entre os antígenos e anticorpos. Nas amostras negativas

endêmicas (Figura 38 B), a característica principal é a formação de um halo nas

laterais externas do spot. Essa reação pode ser entendida como a detecção de

anticorpos nas amostras, mas em quantidade inferior as amostras positivas. A

suposição é corroborada pelos ensaios de ELISA realizados com as amostras, onde

houve reatividade detectada pelo leitor de espectrofotometria. Por fim, as amostras

negativas (Figura 38 C), foi avaliada a fraca reação na membrana, demonstrando que

não houve reação entre antígenos e anticorpos.
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Figura 38: Membrana do ensaio iDot-SmCE padronizado

Demonstração das membranas da terceira tentativa de padronização, com as amostras POS, NE e

NNE. Legenda: A) Amostras positivas. B) Amostras negativas endêmicas. C) amostras negativas não

endêmicas. B = Branco

Fonte: O autor

4.13 Determinação de LOD e dos parâmetros diagnósticos

Os dados gerados pelo software ImageJ©, do National Institute of Health dos Estados

Unidos da América, das 150 amostras, foram plotados em uma planilha e utilizados

para determinação do LOD, sensibilidade e especificidade, no software GraphPad

Prism© 9.0. O número um, destacada em vermelho, representou os melhores índices,
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conforme demonstrado na figura abaixo. O LOD foi definido em 8.458, sensibilidade

de 84,31% e especificidade de 96% (Figura 39).

Figura 39: Análise de sensibilidade e especificidade do teste iDot-SmCE

Captura de tela do software GraphPad Prism© 9.0, demonstrando os valores de sensibilidade e

especificidade possíveis. Identificado em vermelho, estão os valores escolhidos, sendo 84,31% de

sensibilidade e 96% de especificidade

Fonte: O autor

A curva Característica de Operação do Receptor (ROC) (Gráfico 3) foi construída

baseada nos resultados obtidos do teste. Foi observado que a grande maioria dos

pacientes se localizam com valores consideráveis de sensibilidade e especificidade,

contudo, o melhor desempenho do teste está no eixo da sensibilidade.
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Gráfico 3: Curva ROC

Representação gráfica da curva de ROC construída com o auxílio do software GraphPad Prism© 9.0

Fonte: O autor

O gráfico construído com a análise ANOVA - Kruskal-Wallis não paramétrico (Gráfico

4), demonstrou a quantidade de amostras identificadas em cada valor de densidade

integrada. Pode-se observar que as amostras positivas representam a grande maioria

dos pontos alinhados às densidades integradas maiores, seguido pelos negativos

endêmicos e por fim, com menores valores de densidade integrada, os negativos não

endêmicos. Portanto, observou-se que a positividade da amostra está intrinsecamente

relacionada a densidade integrada identificada pelo software ImageJ©.
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Gráfico 4: Gráfico dos resultados via análise ANOVA - Kruskal-Wallis

Representação gráfica gerada via software GraphPad Prism© 9.0. No retângulo em verde, está o valor

definido de LOD. Legenda: NNE = Negativo não endêmico. POS = Positivo. NE = Negativo endêmico

Fonte: O autor

4.13.1 Comparação entre métodos

As comparações entre os resultados obtidos em cada amostra pelos testes de KK,

ELISA SEA e ELISA SWAP frente aos resultados demonstrados pelo iDot-SmCE

foram analisados e plotados (Tabela 3). Nas amostras POS, foi possível alcançar 94%

de correspondência frente ao KK. O iDot-SmCE apresentou ainda uma melhor

detecção nesse grupo de amostras em comparação com os testes ELISA SEA e
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ELISA SWAP. Nas amostras NE, os resultados do iDot-SmCE chegaram a 60% de

correspondência em comparação ao diagnóstico por KK. No grupo de NNE, o iDot-

SmCE atingiu 98% de correspondência frente ao KK.

Tabela 3: Resultados individuais dos métodos diagnósticos KK, ELISA SEA e ELISA SWAP frente ao

iDot-SmCE

Exame

parasitológico

Exames

Imunológicos

KK ELISA

SEA

ELISA

SWAP

iDot-

SmCE

Grupo de

amostras POS

Positivas 50 46 44 47

Negativas 0 4 6 3

Grupo de

amostras NE

Positivas 0 5 1 20

Negativas 50 45 49 30

Grupo de

amostras NNE

Positivas 0 3 2 1

Negativas 50 47 48 49

Tabela demonstrando os resultados de 150 amostras submetidas aos testes KK, ELISA SEA, ELISA

SWAP e iDot-SmCE. Legenda: NNE = Negativo não endêmico. POS = Positivo. NE = Negativo

endêmico. KK = Kato-Katz

Fonte: O autor

4.13.2 Índice Kappa

O número de concordâncias observadas no teste iDot-SmCE foi 84% das amostras,

totalizando 126 amostras em concordância (Tabela 4). O índice Kappa foi

estabelecido em 0,670, com intervalo de confiança de 95%. O índice obtido está

classificado como concordância substancial na escala Kappa.
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Tabela 4: Índice Kappa

Método

KK

Positivas Negativas

Método

iDot-SmCE

Positivas 47 21

Negativas 3 79

Total 50 100

Tabela demonstrando os resultados de 150 amostras submetidas aos testes KK e iDot-SmCE e seus

respectivos resultados. Legenda: KK = Kato-Katz

Fonte: O autor
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5 DISCUSSÃO

___________________________________________________________________
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5 DISCUSSÃO

Apresentada à comunidade científica pela primeira vez em 1908, a esquistossomose

mansoni permaneceu, desde então, em território brasileiro, ocasionando óbitos. Em

2020, o cenário brasileiro registrou uma prevalência de 8,8% e uma alta na taxa de

infecção, atingindo 7,2% (GOMES, et al., 2021).

Tendo ciência que a doença ainda se encontra em fase de controle e eliminação

(KATZ, 2018), é de suma importância o diagnóstico correto. Uma vez sendo

identificado o portador do helminto, é passível a interrupção do ciclo parasitário, o

tratamento do indivíduo e a melhora da sua qualidade e expectativa de vida. É válido

ressaltar que os impactos da esquistossomose mansoni não cessam no paciente ou

nas complicações à sua saúde, do ponto de vista econômico e dentro do âmbito da

saúde pública, a doença representa um considerável dispêndio de verba pública, com

uma estimativa de 41,7 milhões de dólares em gastos, apenas no Brasil

(NASCIMENTO et al., 2019).

O principal meio de evitar o parasito e suas mazelas relaciona-se diretamente no

saneamento básico, que diz respeito ao abastecimento de água potável, o manejo de

água pluvial, a coleta e o tratamento de esgoto, a limpeza urbana, o tratamento de

resíduos sólidos e o controle de pragas, objetivando a saúde da comunidade como

um todo. Um estudo conduzido entre 2016 e 2018, no município de Fortaleza, Ceará,

comparou os investimentos públicos em ações para o meio ambiente e saneamento

básico e as despesas de custeio em saúde (OLIVEIRA, et al., 2020) e constatou que

o município obteve uma economia de cerca de 339 mil reais, além da diminuição das

internações hospitalares por doenças correlacionadas a más condições de

saneamento básico, quando investiu em medidas relacionadas à limpeza urbana e

tratamento de água. Contudo, essa não é uma realidade presente em todo país, em

algumas capitais, a oferta de redes de água potável é de apenas 39,1% (MASSA;

FILHO; 2020).
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Considerando essa realidade, a OMS definiu as novas diretrizes sobre a

esquistossomose humana, em fevereiro de 2022. Consta no documento a meta de

controlar e eliminar a doença como problema de saúde pública até 2030 (WHO, 2022).

Para que esse objetivo seja alcançado, o diagnóstico correto e precoce se faz

necessário (BRASIL, 2017). Apesar da variedade de testes diagnósticos existentes,

alguns apresentam restrições quanto ao seu uso, como a baixa sensibilidade,

especificidade ou a dificuldade de detecção em pacientes com baixa carga parasitária,

perfil que abrange a maioria dos portadores da doença no Brasil.

O teste parasitológico KK, possui baixo custo e é amplamente empregado, de acordo

com as preconizações da OMS, porém, em áreas de baixa endemicidade para

esquistossomose, tende a demonstrar baixa sensibilidade (SILVA, 2020). O teste

POC-CCA® apresentou desempenho adequado em países do continente africano,

onde grande parte do território é constituído por localidades de alta endemicidade

(COLLEY; ANDROS; CAMPBELL, 2017). Em contrapartida, no Brasil, o perfil de

infecção corroborou para um desempenho insatisfatório do método, resultando em

elevado número de resultados falsos (GRENFELL et al., 2018). Os métodos

imunológicos, como os ensaios de ELISA SEA e ELISA SWAP por sua vez, possuem

alta sensibilidade, mas um valor de execução alto e dependem de equipamentos de

leitura robustos, além da dificuldade de distinguir pacientes com infecções ativas ou

passadas. Outro limitante do teste diz respeito as reações cruzadas com outros

helmintos em ensaios que buscam detectar anticorpos (SILVA, 2020).

Segregando ainda mais os métodos diagnósticos, foi possível comparar os ensaios

diretos e indiretos. Os testes imunológicos e parasitológicos podem ser baseados em

detecção direta, por isso, utiliza-se da captura de antígenos ou porções do parasito

em questão. O método KK, descrito acima, representa um ensaio direto, uma vez que

identifica a presença de ovos de S. mansoni. Um dos mais importantes benefícios diz

respeito a diminuição de reações cruzadas e, consequentemente, uma maior

especificidade (SILVA, 2020). Os testes indiretos, por sua vez, procuram identificar os

anticorpos produzidos contra os diversos antígenos parasitários. O teste sorológico
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de ELISA SEA e ELISA SWAP são incluídos nessa divisão e possuem como maior

vantagem a alta sensibilidade de detecção. Ambas as classificações de testes, diretos

e indiretos, demonstraram ao longo das décadas, serem ótimas ferramentas de

diagnóstico laboratorial, bem como de triagem em inquéritos epidemiológicos e se

complementam (WEERAKOON, 2015).

Posto isso, é entendido que o diagnóstico precoce permanece enfrentando

consideráveis obstáculos, que tanto as metodologias de detecção diretas quanto as

indiretas trazem respostas importantes e que são necessárias novas alternativas para

o controle e eliminação da doença, meta essa que tem como parte fundamental, o

diagnóstico eficiente. Portanto, o intuito da presente pesquisa foi propor um novo

método diagnóstico para a esquistossomose mansoni. Indo ao encontro de novas

alternativas diagnósticas com maiores índices de sensibilidade, o teste dDot-SmCE e

iDot-SmCE foram submetidos as tentativas de padronizações. A escolha da SmCEr,

entre outros motivos, baseou-se no fato de que a protease é a primeira molécula do

parasito a entrar em contato com o hospedeiro, sendo assim, um diagnóstico recente

à infecção, passaria a ser possível (INGRAM et al., 2008).

O teste dDot-SmCE não apresentou resultados animadores após as tentativas de

padronização, mantendo a membrana sem reação entre o antígeno e o anticorpo. A

hipótese levantada relacionou a baixa reatividade da membrana aos tempos de

incubação e concentrações dos insumos, como o soro, o anticorpo anti-SmCEr e

anticorpo IgG, permitindo que o ensaio seja novamente submetido a padronização em

futuras análises.

O teste iDot-SmCE trouxe como desempenho uma sensibilidade de 84,31%, uma

especificidade de 96%, acurácia de 84% e concordância substancial, quando avaliado

em comparação com teste de referência pelo índice Kappa. O teste desenvolvido

apresentou valores de sensibilidade e especificidade interessantes, especialmente,

quando levado em consideração a baixa carga parasitária dos pacientes positivos. Um

ponto particularmente interessante no teste iDot-SmCE diz respeito a sua clara
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diferenciação quanto as amostras negativas de áreas endêmicas. O ensaio

demonstrou a formação de halos ao redor das amostras NE e não uma completa

reação no spot, como ocorre nas amostras POS. Esses resultados foram

significativos, uma vez que indicaram a capacidade do iDot-SmCE em diferenciar

pacientes verdadeiramente positivos, portadores de infecções ativas, dos demais

pacientes. A primeira etapa demonstrou resultados satisfatórios o suficiente para que

o teste seja levado o próximo passo, a validação, onde será de crítica necessidade o

aumento do número amostral.

O primeiro teste rápido desenvolvido pelo Grupo DATA, em metodologia Dot Blotting,

denominado iDot-MEA (PEDROSA, 2021), apresentou 75% de sensibilidade, 87,5%

de especificidade e acurácia de 59,68%. Após comparação entre o desempenho dos

dois ensaios, foi possível verificar uma performance superior do iDot-SmCE, nos três

parâmetros avaliados.

Dessa forma, é possível afirmar a contínua necessidade de desenvolvimento e

aprimoramento de metodologias diagnósticas para a esquistossomose mansoni, em

especial, os testes rápidos relacionados a plataformas, como o Dot Blotting. Ensaios

realizados em tiras imunocromatográficas possuemmenor custo de produção e menor

complexidade de execução, trazendo um grande interesse para a saúde pública

brasileira.
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6 CONCLUSÃO

___________________________________________________________________
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6 CONCLUSÃO

Devido a persistente falta de saneamento básico e acesso a rede de água tratada, as

doenças parasitárias permanecem uma realidade no país. Tendo ciência que esse

cenário coloca, de forma direta, milhões de indivíduos em susceptibilidade de infeção,

indivíduos estes, em sua maioria, com baixa carga parasitária (BRASIL, 2018), a

busca pela padronização de um novo diagnóstico se fez necessária.

A pesquisa por um novo método diagnóstico, trouxe como objetivo a abrangência de

pacientes endêmicos, com baixa carga parasitária, moradores de áreas

socioeconomicamente vulneráveis e que necessitam, com demasiada urgência, de

diagnóstico laboratorial quanto a presença do helminto. O presente trabalho clonou e

expressou, em sistema eucarioto, a protease SmCEr, entregando uma molécula

similar a sua conformação in vivo. A produção dos anticorpos policlonais resultou em

pAbs adequados para a utilização.

A padronização de um novo método diagnóstico utilizando a técnica de iDot-SmCE

apresentou resultados promissores. Pode-se afirmar que o novo teste diagnóstico

possui sensibilidade e especificidade suficientes para, futuramente, auxiliarem na

detecção da esquistossomose mansoni. Pretende-se ainda, como perspectiva,

ampliar o uso do iDot-SmCE a fim de validá-lo com um maior número amostral.
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