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RESUMO

Apesar dos avancos alcancados nas ultimas décadas pelas ag¢des de controle da
esquistossomose, a doenga ainda permanece como um grave problema de satde publica mundial.
Ainda s3o necessarias novas intervengoes para alcangar a sua eliminago, ou até mesmo o controle
da transmissdo da doenga. Um dos obstaculos para se alcangar a meta de eliminag¢do da doenga ¢ a
sensibilidade do método de diagndstico utilizado. Atualmente, o diagndstico parasitoldgico pela
técnica de Kato-Katz ¢ o recomendado pela OMS. Entretanto, este método apresenta uma baixa
sensibilidade na detec¢do da infec¢do pelo S. mansoni, principalmente em areas de baixa
endemicidade e baixa intensidade de infec¢do. Portanto, faz-se necessario o desenvolvimento de
novos testes de diagnostico, tais como os testes sorologicos, que sejam mais sensiveis e capazes de
detectar precisamente as infec¢des ativas. Nesse contexto, foi selecionada, em um trabalho prévio
de imunoprotedmica realizado pelo nosso grupo, uma proteina de S. mansoni, denominada neste
trabalho de PPE, que foi reconhecida exclusivamente pelo soro de individuos infectados. Sendo
assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o potencial da proteina PPE de S. mansoni para compor
um novo teste de imunodiagnéstico da esquistossomose quando utilizada em sua forma
recombinante. Para isso, a proteina PPE foi expressa em sistema procarioto, em fusdo com uma
cauda 6xHIS, e purificada a partir da fragdo soltivel do extrato bacteriano por afinidade com ions
de niquel. A proteina recombinante foi obtida com rendimento e niveis de pureza satisfatorios, e se
manteve estavel por no minimo sete dias a 4°C e a temperatura ambiente. Além disso, a PPE
recombinante manteve o mesmo perfil de reconhecimento antigénico observado anteriormente para
a proteina nativa. Em seguida, foi avaliada a reatividade de IgG e IgG4 presentes no soro de
individuos infectados e ndo infectados pelo S. mansoni contra a proteina PPE recombinante em
ensaios de ELISA e a reatividade de IgG, IgG4 e IgA em ensaios de citometria de fluxo. Nos ensaios
de ELISA, a reatividade de IgG foi avaliada utilizando as amostras de soro diluidas 1:40, 1:80 e
1:100. Nestas trés diluicdes foi possivel discriminar os individuos infectados dos individuos ndo
infectados, tanto de area endémica quanto de area ndo endémica para esquistossomose. O teste
utilizando as amostras de soro diluidas 1:100 apresentou o melhor desempenho, sendo obtidos os
valores de sensibilidade de 88,89%, especificidade de 74,36% e acuracia global AUC = 0,86. Ja nos
testes de ELISA para andlise da reatividade de IgG4 foi possivel discriminar os individuos
infectados apenas dos individuos saudéaveis de 4rea ndo endémica. Nestes testes as amostras de soro
foram diluidas 1:80 e 1:100, e apresentaram um desempenho semelhante entre eles, com valores de
sensibilidade de 76,47% e 70,59%, especificidade de 79,49% e 82,05%, e acuracia global 0,75 e
0,70, respectivamente. Apds confirmar o acoplamento da PPE recombinante as microesferas
funcionais, foi avaliada a reatividade das imunoglobulinas IgG, IgG4 e IgA em ensaios de
citometria de fluxo. Nos testes realizados com IgG e IgG4 foi possivel diferenciar os individuos
infectados dos individuos nao infectados, de area endémica e de area nao endémica para
esquistossomose. Entretanto, o teste com IgA ndo foi capaz de discriminar entre os individuos
infectados e nao infectados de area endémica. Dentre os trés testes realizados, o que avaliou a
reatividade de IgG4 contra a PPE apresentou melhor desempenho, com valores de sensibilidade de
90,91%, especificidade de 80% e acuracia global AUC = 0,90. Os resultados obtidos neste trabalho
demostraram que a proteina PPE recombinante ¢ um antigeno promissor para ser utilizado no
diagnostico soroldgico da esquistossomose e que os testes desenvolvidos t€m potencial para serem
utilizados no diagndstico acurado da doenga.

Palavras-chave: Diagndstico sorologico, esquistossomose, ELISA, citometria de fluxo.



ABSTRACT

Despite the advances in schistosomiasis control over the last decade, the disease remains a
serious public health problem worldwide. New interventions are still needed to achieve disease
elimination, or even to control its transmission. One of the obstacles is the sensitivity of the
diagnostic method used. Currently, the parasitological diagnosis using the Kato-Katz method is
recommended by the WHO. However, this method presents low sensitivity in the detection of S.
mansoni infection when used in areas of low endemicity and low intensity of infection. Therefore,
it is necessary to develop new diagnostic tests, such as serological tests, capable of detecting active
infections with higher sensitivity. In this context, in a previous immunoproteomics study carried
out by our group, a S. mansoni protein, named in this study as PPE, was selected due to its
recognition exclusively by the serum of infected individuals. Thus, the purpose of this study was to
evaluate the potential of the recombinant S. mansoni PPE protein as an antigen to compose a new
immunodiagnostic test for schistosomiasis. For this, the PPE protein was expressed in prokaryotic
system, fused to a 6xHIS tag, and purified from the soluble fraction of the bacterial extract by its
affinity to nickel ions. The recombinant protein was obtained with satisfactory yield and purity
levels and remained stable for at least seven days at 4°C and at room temperature. In addition, the
recombinant PPE showed the same antigen recognition profile previously observed for the native
protein. Then, the reactivity of IgG and IgG4 against the recombinant PPE protein was evaluated in
ELISA, and the reactivity of IgG, IgG4 and IgA, in flow cytometry assays using sera from
individuals infected and not infected by S. mansoni. In ELISA assays, the reactivity of IgG was
evaluated at the serum dilutions 1:40, 1:80 and 1: 100. In these three dilutions, it was possible to
discriminate infected individuals from non-infected individuals, from both endemic and non-
endemic areas for schistosomiasis. The assay performed at 1:100 serum dilution showed the best
performance, with 88.89% sensitivity, 74.36% specificity and global accuracy AUC = 0.86. IgG4
reactivity against recombinant PPE could also discriminate infected individuals from healthy
individuals from non-endemic areas but could not differentiate infected individuals from the non-
infected one living in endemic areas for schistosomiasis. In these assays, serum samples were
diluted 1:80 and 1: 100, and showed similar performance between them, with 76.47% and 70.59%
sensitivity, 79.49% and 82.05% specificity, and overall accuracy of 0.75 and 0.70, respectively.
After validating the conjugation of the recombinant PPE to the functional beads, the reactivity of
the immunoglobulins IgG, IgG4 and IgA against the recombinant protein was evaluated in the flow
cytometry assays. When anti-IgG or anti-IgG4 detection antibodies were used in the tests, it was
possible to differentiate infected individuals from non-infected individuals, from both endemic and
non-endemic areas for schistosomiasis. However, the test using anti-IgA detection antibody was
not able to discriminate between infected and non-infected individuals from endemic area. Among
the three tests, the one that evaluated the IgG4 reactivity against recombinant PPE showed better
performance, with 90.91% sensitivity, 80% specificity and overall accuracy of 0.90. The results
obtained in this study showed that the recombinant PPE is a promising antigen to be used in a
serological diagnosis test for schistosomiasis and that the tests developed have the potential to be
applied to accurately diagnose the disease.

Key-words: Serological diagnosis, schistosomiasis, ELISA, flow citometry.
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1 INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais da esquistossomose

A esquistossomose ¢ uma doenga parasitaria neglicenciada que acomete mais de 200
milhdes de pessoas no mundo e 779 milhdes de individuos vivem sob o risco de infec¢do em
78 paises da Africa, América do Sul, América Central ¢ Asia (STEINMANN etal., 2006; WHO,
2020). Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), a esquistossomose ainda ¢
considerada um problema de saude publica em varias partes do mundo. A doenca ¢é prevalente
em areas tropicais e subtropicais, em comunidades carentes de 4gua potavel e sem saneamento
basico (WHO, 2020).

De acordo com um estudo do Global Burden of Disease do ano de 2016, foi estimada
uma perda de 1,9 milhdes de DALY s (Disability-adjusted Life Years) pela esquistossomose no
mundo. Esse indicador mede os anos de vida perdidos ajustados por incapacidade ou os anos
de vida potencialmente perdidos por morte prematura devido a doenca. Entretanto, em
comparac¢do com estudos realizados anteriormente, este dado pode estar subestimado por nao
ter incluido a desnutricdo, a anemia e a oscilagdo no crescimento de criangas, que sdo
manifestagdes relacionadas a esquistossomose, mas que geralmente ndo sdo atribuidas a ela
(KING et al, 2005).

O agente causador da esquistossomose sdo helmintos trematédeos do género
Schistosoma, descrito pela primeira vez em 1852 por Theodor Bilharz. Existem seis espécies
que infectam o homem, sendo trés delas de maior importancia epidemioldgica: Schistosoma
Jjaponicum, descrito por Katsurada (1904), Schistosoma haematobium, por Theodor Bilharz
(1852) e Schistosoma mansoni, descrito por Sambon (1907) e por Piraja da Silva (1908).

No Brasil, a doenga ¢ causada pela espécie S. mansoni e estd diretamente associada a
presenca de moluscos transmissores das espécies Biomphalaria glabrata, B. straminea ¢ B.
tenagophila. Até 2008, em 24 dos 26 estados brasileiros, além do Distrito Federal, havia sido
notificada a presenga de pelo menos uma das trés espécies vetoras do S. mansoni
(MINISTERIO DA SAUDE DO BRASIL, 2008). Atualmente, a parasitose ocorre em todas as
regides do pais, contabilizando 19 estados, sendo as regides nordeste e sudesde as mais afetadas
(MINISTERIO DA SAUDE DO BRASIL, 2014) (Figura 1). Entre os anos de 2010 ¢ 2015 foi
realizado no Brasil um Inquérito Nacional de Prevaléncia da Esquistossomose mansoni e Geo-
helmintoses. Participaram deste inquérito 521 municipios e foram analisados 197.564 escolares

na faixa de 7 a 17 anos. O inquérito foi realizado utilizando o método de diagnostico
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parasitologico de Kato-Katz (KATZ et al., 1972), com duas ldminas de uma Unica amostra de
fezes. A prevaléncia estimada para esquistossomose no Brasil foi de 1%, sendo o Nordeste € o
Sudeste as macrorregides que apresentaram as maiores taxas de positividade (KATZ, 2018).
No entanto, o valor de prevaléncia encontrado pode ter sido subestimado, uma vez que o método
de diagndstico empregado neste inquérito apresenta falhas na deteccdo da doencga em areas com

infegdes de baixa carga parasitaria (ENK et al., 2008a; SIQUEIRA et al., 2011).

Figura 1 — Distribuicdo da esquistossomose na area endémica, por faixa de percentual de
positividade, por municipio. Brasil, 2009-2017.
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Fonte: Ministério da Saude do Brasil, 2020.

Nos individuos acometidos pela esquistossomose, a doenga apresenta sintomas
inespecificos como fraqueza, dor abdominal e diarreia, sintomatologia comum a outros tipos de
infeccdes. Apesar da esquistossomose ser uma doenca de baixa letalidade, ela apresenta
impactos significativos na qualidade e na expectativa de anos de vida saudaveis dos individuos
acometidos, tanto na infancia quanto na idade adulta. Reinfecgdes e infecgdes cronicas estdo
relacionadas com a presenca de desnutricdo, anemia, diarreia, fadiga, e prejuizos cognitivos,

principalmente em criangas acometidas na idade escolar (KING et al., 2005). Em alguns casos,



18

a doenga pode evoluir para formas clinicas mais graves, que sdo denominadas como
hepatointestinais ou hepatoesplénicas (PRATA & BINA, 1968). Entretanto, devido a existéncia
dos programas de controle para a esquistossomose, estas formas estdo cada vez mais raras no

Brasil (COURA & AMARAL, 2004).

1.2 Ciclo de vida do Schistosoma mansoni

O ciclo bioldgico do S. mansoni é caracterizado como um ciclo complexo que envolve
duas fases, sendo uma no hospedeiro intermediario (caramujos do género Biomphalaria) e outra
no hospedeiro definitivo, dentre os quais o homem representa o hospedeiro mais importante do
ponto de vista epidemiologico (Figura 2).

Os ovos do parasito sdo liberados juntamente com as fezes do hospedeiro infectado e,
quando entram em contato com a dgua, as larvas ciliadas, chamadas de miracidios, eclodem dos
ovos. Por serem livres em meio aqudtico, os miracidios encontram o seu hospedeiro
intermediario, os caramujos do género Biomphalaria. Ao penetrarem nas partes moles do
molusco, com o auxilio de secrecdes glandulares, ocorre a perda do epitélio ciliar e os
miracidios se desenvolvem para a forma de esporocisto primario. Apds 14 dias, ocorre a
formagao dos esporocistos secundarios. Esses esporocistos sofrem modificacdes anatomicas,
dando inicio a proliferagdo das células germinativas e a formacdo das cercérias. Todo este
processo leva em média 30 dias apds a penetracao dos miracidios (PAN, 1965).

Milhares de cercédrias sdo produzidas por um unico esporocisto no hospedeiro
intermediario, que as liberam de forma intermitente em meio aquatico. As cercarias sao a forma
infectante do hospedeiro definitivo. A infec¢do do hospedeiro definitivo pelas cercarias se da
durante o contato do hospedeiro com a dgua contaminada. As cercérias penetram na pele ou
mucosas do hospedeiro definitvo pela acao litica de secrecdes glandulares e pela agdo mecanica,
proveniente dos movimentos intensos da larva. Em alguns individuos pode ocorrer uma
dermatite alérgica no local, denominada de dermatite cercariana. O processo de penetragcdo das
cercarias na pele do hospedeiro resulta em perda de sua cauda, se transformando em
esquistossomulos (STIREWALT, 1974; HAAS et al., 1997; WILSON & COULSON, 2009).

Os esquistossomulos entram na circulagdo sanguinea venosa e sdo transportados para os
pulmdes e posteriormente para o figado, chegando até as veias do sistema porta-hepatico, onde
irdo se desenvolver até a fase de vermes adultos (MILLEER & WILSON, 1980). Apds 30 dias
da infeccdo os vermes adultos encontram-se maduros para o acasalamento. Eles entdo se

movem contra a corrente circulatdria do sistema porta-hepatico e migram para as veias
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mesentéricas pélvicas. O casal de vermes permanece constantemente associado, onde a fémea
se localiza no canal ginec6foro do macho. Apods 30-40 dias da infecgdo, inicia-se a producao
dos ovos que sdo eliminados para o ambiente pelas fezes dos individuos infectados ou
permanecem retidos na parede intestinal. Além disso, os ovos podem também ser levados a
orgaos e tecidos do hospedeiro pela circulagdo sanguinea (BLOCH, 1980). A presenca de ovos
nos tecidos leva a formac¢do de granulomas, que € o resultado da resposta imune do hospedeiro,
sendo o figado o 6rgdo mais acometido pelos granulomas (LENZI, 1998; CHEEVER &
ANDRADE, 1967). Esta resposta de hipersensibilidade limita a liberacdo de antigenos
produzidos pelos ovos, mas também causa danos ao tecido, sendo responsavel por muitas das
manifestagdes clinicas associadas com a doenga. Os ovos eliminados pelas fezes do hospedeiro
irdo liberar os miracidios se encontrarem condi¢des adequadas, tais como: dgua limpa com
temperatura morna, baixa hipotonicidade e iluminacdo adequada. Os miracidios, por sua vez,
infectardo os moluscos presentes no ambiente, fechando o ciclo de vida do parasito

(ROLLINSON & SIMPSON, 1987).

Figura 2 — Ciclo bioldgico do Schistosoma mansoni.
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1.3 Imunopatologia da esquistossomose mansoni

A infeccdo pelo S. mansoni pode desencadear diversas manifestagdes clinicas no
hospedeiro definitivo, e varia de acordo com o estagio de desenvolvimento do parasito, com a
carga parasitaria e com a resposta imunoldgica do individuo. Durante o curso da infeccdo, a
esquistossomose pode se apresentar de forma aguda ou cronica, sendo diferenciadas de acordo
com as manifestagdes clinicas e imunoldgicas (BARSOUM et al., 2013; COLLEY & SECOR,
2014).

A fase aguda ¢ caracterizada pelo estagio inicial da doencga, determinada pela penetragao
das cercarias, migracdo de esquistossdomulos e vermes adultos pelos tecidos do hospedeiro
definitivo, seguida pelo inicio da oviposi¢ao. A resposta imune ¢ inicialmente inata durante a
fase de invasdo, seguida por uma resposta imune adaptativa (BURKE et al., 2009).

Os sinais e sintomas apresentados durante a fase aguda estdo associados a carga
parasitaria e ao desenvolvimento de uma resposta imune exacerbada, podendo ser inespecificos,
(mal-estar, febre, cefaleia, perda de peso, anorexia, artralgia, mialgia e edema), respiratorios
(tosse, dispneia, dor tordcica e alteragdes das provas de fun¢do pulmonar e da radiografia do
torax), digestivos (dor abdominal, diarreia, hepatoesplenomegalia e elevacdo das enzimas
hepaticas), neuroldgicos (encefalite e mielite), além de eosinofilia acentuada e leucocitose
(LAMBERTUCCI, 2010). Os quadros agudos também podem ser assintomaticos, €
paradoxalmente, desencadear um quadro invasivo com distribui¢do sistémica de ovos.

A fase cronica se instala aproximadamente ap6s quatro meses (RABELLO, 1995). Nesta
fase podem surgir distintas manifesta¢des clinicas, sendo as mesmas relacionadas a gravidade
da doenga. A forma cronica habitual ou leve ¢ a forma em que se encontra a maioria das pessoas
infectadas em areas endémicas, ou eventualmente fora delas, eliminando ovos viaveis nas fezes,
mas, assintomaticas. A forma cronica leve geralmente ¢ caracterizada pela baixa carga
parasitaria dos individuos e por uma reacdo inflamatoria granulomatosa de menor intensidade
no figado e intestino. Os sintomas mais comuns sdo fraqueza, fadiga, dor abdominal e diarreia
(CHEEVER & ANDRADE, 1967; CALDAS et al., 2008).

Uma pequena porcentagem de infectados evolui para as formas cronicas mais graves
hepatointestinal e hepatoesplénica, caracterizadas morfologicamente por fibrose hepatica
periportal, denominada pipestem, descrita por Symmers (1904). Esta lesdo ¢ representada por
uma expansdo fibrosa sistémica dos espagos porta, acompanhada de lesdes destrutivas e
obstrutivas do sistema da veia porta intra-hepatico, circulagdo venosa colateral e varizes

gastrointestinais podendo levar a morte (CALDAS et al., 2008; CARVALHO; COELHO;
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LENZI, 2008). Durante a fase cronica, que pode perdurar por toda a vida do hospedeiro, as
fémeas continuam produzindo e liberando ovos (aproximadamente 300 ovos/dia), mas os
granulomas sdo menores do que no periodo inicial da infec¢do (PEARCE & MACDONALD,
2002).

O papel biologico das imunoglobulinas na esquistossomose ¢ bastante complexo e
continua sendo estudado. H4 evidéncias de que as classes e subclasses de anticorpos anti-
Schistosoma variam com a idade do individuo, o estado nutricional, a intensidade e tempo de
infeccdo, bem como com a presenca de reinfecgdes (OLIVEIRA et al., 2004). No inicio da
infec¢do pelo S. mansoni ocorre a ativagdo do sistema complemento, inicialmente pela via
alternativa, e a produ¢do de imunoglobulinas especificas das classes IgE, IgG (IgGl, 1gG2,
IgG3 e 1gG4), IgM, IgA. Na fase cronica sdo descritos altos titulos de IgG1, IgE e IgG4
(PEARCE & MACDONALD, 2002; CALDAS et al., 2008). A citocina IL-4, secretada pelas
células Th2, induz as células B a secretarem IgG1 e IgE. J4 os altos niveis de IgG1 podem estar
relacionados com a sintese de citocinas Th2 (IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13) (SILVA et al., 2004).
A produgdo dos anticorpos IgE e IgG4 depende, inicialmente, de IL-4 ou IL-13 produzidos por
células do tipo Th2. Além disso, essas imunoglobulinas estdo relacionadas, respectivamente, a
resisténcia e susceptibilidade de individuos em éreas endémicas, onde as reinfecgdes sao

constantes (CALDAS et al., 2008).

1.4 Estratégias de controle e prevencio da esquistossomose

As medidas de controle e prevengao da esquistossomose se baseiam em um conjunto de
estratégias que incluem o uso de quimioterdpicos e moluscicidas, juntamente com educagdo e
promogao a saude, implementa¢do de saneamento ambiental e busca ativa de casos por meio
de inquéritos coproscopicos (SARVEL et al., 2011; ROLLINSON et al., 2013).

O tratamento da esquistossomose ¢ realizado exclusivamente com o farmaco
Praziquantel (PZQ), que possui um baixo custo e ¢ eficaz contra todas as espécies de
Schistosoma. Entretanto, ndo foram observados efeitos nas formas mais jovens do parasito,
tanto em experimentos in vivo quanto in vitro (PICA-MATTOCCIA & CIOLI, 2004). Com
isso, ao se tornarem vermes adultos, os parasitos que foram refratdrios ao tratamento com o
PZQ continuam mantendo a infec¢do, contribuindo para a propagacao da doenca. Além disso,
ha relatos da existéncia de linhagens de S. mansoni resistentes ao PZQ, principalmente em areas

de alta endemicidade (CRELLEN et al., 2016; DOENHOFF et al., 2008). Por isso, o uso de
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medidas profilaticas baseadas em quimioterapia para controlar a doenga ¢ uma grande
preocupacdo da OMS (McMANUS et al., 2018;).

Virios estudos epidemioldgicos demonstraram que o tratamento em massa da populagao
com PZQ resultou na redu¢ao significativa da morbidade da doenga, apesar de ndo promover a
sua eliminagdo (McMANUS et al., 2018). No entanto, a quantidade de medicamento disponivel
¢ limitada no continente africano, e muitas pessoas nao tém acesso ao tratamento. Além disso,
em alguns paises onde a prevaléncia da doenca ¢ alta, existe uma baixa adesdo da populagdo ao
tratamento (ADRIKO et al., 2018). Nessas areas, os individuos infectados e ndo tratados
contribuem para a manutenc¢do da doenga, que se mantém presente em toda a populacdo. Dados
reportados em 2018 mostraram que dos 229,2 milhdes de pessoas no mundo que necessitavam
de tratamento preventivo, apenas 95 milhdes receberam este tratamento. Isso equivale a uma
cobertura de 61% de criangas em idade escolar e de apenas 18% de adultos (WHO, 2020).

Outra medida de controle da doenga sdo os programas de erradicacdo de moluscos, que
sdo pouco eficazes devido a sua resisténcia aos moluscicidas e ainda porque prejudicam a fauna
e a flora aquaticas do ambiente (COELHO & CALDEIRA, 2016).

Em 2012 a OMS estabeleceu como metas o controle da doenga ¢ a eliminacdo da
esquistossomose como um problema de saude publica, a serem alcangadas até¢ 2020 e 2025,
respectivamente (McMANUS, 2019). Para atingir essas metas, a OMS recomendou diretrizes
de tratamento baseadas na prevaléncia de infec¢des de alta intensidade em criangas em idade
escolar (5 a 14 anos). Apesar das diretrizes atuais se concentrarem nas criangas, por
apresentarem risco mais alto de infecgdo, o tratamento em adultos considerados em risco
também ¢ recomendado nas areas de maior prevaléncia, devido a morbidade causada pela
doenca (TOOR et al., 2020; LI, 2019).

No Brasil, tém sido feitos esfor¢os para o controle e elimina¢ao da doenca desde 1980,
com a implementa¢do do Programa de Controle da Esquistossomose (PCE) pelo Ministério da
Saiade. O programa visa a realizagdo de inquéritos coproscopicos censitarios, tratamento de
individuos infectados, medidas de saneamento ambiental, educagdo em saude e vigilancia
epidemioldgica (COSTA et al., 2017).

Contudo, apesar da implementacdo de programas e estratégias de acdes de controle da
esquistossomose no mundo, ainda existem alguns fatores que contribuem para a manutencao
da doenca, como o baixo poder socioecondmico da populagdo afetada, a falta de saneamento
basico e a auséncia de métodos de diagnostico que sejam capazes de detectar infecgdes com

baixa carga parasitaria (PATZ et al., 2000; ENK et al., 2010; ROLLINSON et al., 2013).
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O cenario epidemiolégico atual demonstra que a prevaléncia da esquistossomose vem
sendo subestimada nos ltimos anos. O método de diagnostico parasitologico usual (Kato-Katz)
¢ conhecido por ser altamente especifico, mas cada vez menos sensivel a medida que a

prevaléncia diminui, ou em areas com baixa prevaléncia de infeccdo (COLLEY et al., 2017).

1.5 Diagnostico da esquistossomose

O diagnostico diferencial da esquistossomose deve ser feito por meio de exames
laboratoriais, uma vez que a doenga apresenta sintomas semelhantes a outras doencas. Existe
uma grande variedade de métodos de diagnéstico para a esquistossomose. Entretanto, cada um
possui suas vantagens e limitacdes. Eles se dividem em métodos diretos e indiretos. Os métodos
diretos se baseiam na detec¢do de ovos de S. mansoni nas fezes ou tecidos do individuo
infectado, na detec¢do de material genético do parasito ou na presenca de antigenos circulantes
do parasito (WEERAKOON et al., 2015). Os métodos indiretos se baseiam em técnicas
imunolédgicas que envolvem a deteccdo de marcadores bioquimicos e reagdes de antigeno-
anticorpo. Esses métodos possuem aplicacdo principalmente em inquéritos epidemiologicos,
acompanhados ou ndo de exames de fezes (OGONGO et al., 2018; McMANUS et al, 2018;
MINISTERIO DA SAUDE DO BRASIL, 2014). Os métodos de diagndstico também podem
ser classificados em qualitativos e quantitativos, uma vez que estes ultimos podem estimar a
carga parasitdria de um individuo, o que possibilita o estabelecimento de indicadores

epidemioldgicos para os programas de controle da doenga (CARVALHO et al., 2008).

1.5.1 Métodos parasitologicos

Os métodos parasitologicos apresentam uma boa relacdo de custo-beneficio e podem
ser facilmente executados em locais com infraestrutura laboratorial precaria (CAVALCANTI
et al., 2013). Em areas onde a infec¢do se apresenta com niveis altos de carga parasitaria, um
teste com sensibilidade moderada ¢é aceitavel (MCCARTHY et al., 2012). Contudo, os testes
também devem apresentar desempenho suficiente para detectar alteracdes na prevaléncia e na
intensidade de infec¢do (SOLOMON et al., 2012), e isso demanda uma abordagem diagnostica
mais sensivel e robusta, com um aumento do tamanho da amostragem e/ou do niimero de
laminas e amostras analisadas (ENK et al., 2008).

Na literatura estdo descritas diversas técnicas parasitologicas que se encontram em
desuso por ndo proporcionarem aplicacao pratica no diagndstico da doenca, como a técnica do

Formol-éter (KNIGHT et al., 1976), técnica de flutuacdo (WILLIS, 1921), técnica de
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centrifugacdo em éter sulfurico (BLAGG et al., 1955), técnica de eclosdo de miracidios
(ZICKER et al., 1977; JURBERG et al., 2008), método de Bell (1963), o método de Barbosa
(1965), além de métodos que se baseiam no uso de ldminas sem nenhuma padronizagao técnica
(MARTINS, 1937).

Uma das técnicas parasitologicas ainda utilizadas ¢ a de sedimentagdo espontinea,
descrita por Lutz, em 1919, conhecida como método de Hoffman, Pons e Janer (HPJ) (1934).
Esta técnica se baseia na observagdo de ovos nas fezes, que sdo homogeneizadas em agua, e
posteriormente filtradas em telas de metal para a retencdo dos residuos fecais de maior
dimensdo. A solugdo filtrada ¢ mantida em repouso, e a parte sedimentada ¢ transferida para
uma lamina sob uma laminula, que é examinada em microscéopio dptico. Essa técnica ¢ muito
utilizada em laboratorios de andlises clinicas e em inquéritos coproparasitologicos por
possibilitar o diagndstico simultaneo de outras parasitoses (MINISTERIO DA SAUDE DO
BRASIL, 2014; CARVALHO et al., 2008).

Outro teste parasitologico amplamente utilizado ha décadas ¢ o de Kato-Katz. Este ¢
recomendado internacionalmente pela OMS para o diagndstico da esquistossomose intestinal e
determinagdo da intensidade de infecgao (WEERAKOON et al., 2015). Essa técnica foi descrita
primeiramente por Kato & Miura, em 1954, e adaptada posteriormente por Katz e colaboradores
(1972), simplificando a técnica. E um método de facil execugio que detecta ovos do parasito S.
mansoni € de outros geo-helmintos nas fezes do hospedeiro infectado. A técnica consiste na
obtencdo de aproximadamente 45mg de fezes, previamente passadas por uma malha de 200
micra. A amostra ¢ comprimida em um orificio de 6mm de diametro e entdo, ¢ espalhada sobre
uma lamina de celofane embebida em uma solugdo de verde malaquita. As laminas sdo
visualizadas em microscéopio Optico, e podem ser transportadas e armazenadas em temperatura
ambiente por meses, sem perda dos resultados. E uma técnica altamente especifica e possui um
baixo custo operacional. Porém a sua sensibilidade varia de acordo com a carga parasitaria, com
o nimero de amostras coletadas, com o numero de laminas analisadas e, principalmente, com
o nivel de endemicidade da area afetada (RABELLO, 1997; ZHANG et al., 2009). Outra
limitagdo desse método ¢ a consisténcia das fezes a serem analisadas. Amostras diarreicas
impossibilitam a execugdo da técnica, prejudicando a quantificacdo de ovos nas fezes analisadas
(BELL, 1963; BOUT et al., 1975).

Apesar de todas as vantagens que a técnica de Kato-Katz apresenta, a utilizacdo do teste
tem sido severamente criticada. Quando empregado em dareas de alta prevaléncia, apresenta

altos niveis de sensibilidade. Entretanto, existem inimeras evidéncias de que a sensibilidade do
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teste ¢ altamente comprometida quando aplicado em areas com infec¢des de baixa intensidade
(SIQUEIRA et al., 2011; ENK et al., 2008b).

Outro método parasitologico empregado no diagndstico da esquistossomose ¢ o método
de gradiente salinico que se baseia na sedimentagdo diferencial de 500mg de fezes quando
submetidas a um fluxo lento e continuo de solucdo salina. Este método demonstrou maior
sensibilidade quando aplicado em trabalhos de campo, em comparacao a técnica de Kato-Katz
(COELHO et al., 2009).

O Helmintex® ¢ um teste que proporcionou um avango consideravel entre as técnicas
parasitoldgicas ja existentes. Desenvolvido por Teixeira e colaboradores (2007), se baseia no
processamento de 30g de fezes em uma sequéncia de passos de concentracdo, que finaliza com
o isolamento dos ovos por interagdo com esferas paramagnéticas, dentro de um campo
magnético. Alguns trabalhos demonstram que o Helmintex® possui uma maior sensibilidade
quando comparado a técnica de Kato-Katz (CALDEIRA et al., 2012; PINHEIRO et al., 2012),
atingindo 100% de sensibilidade no limite de 1,3 ovos por grama de fezes (TEIXEIRA et al.,
2007). Um estudo comparativo entre os métodos de Kato-Katz, Helmintex e POC-CCA
confirmou a alta sensibilidade do Helmintex e sugere sua utilizagdo como teste de referéncia
no diagndstico da esquistossomose e para avaliagdo comparativa de outros testes (LINDHOLZ
et al., 2018). Apesar da alta sensibilidade deste método, o Helmintex ndo ¢ adequado para
atividades de campo e deve ser executado em laboratdrios equipados. A execugdo do método
requer varias etapas de processamento e gera um volume consideravel de material a ser
analisado, o que demanda um longo tempo para leitura do resultado, além da necessidade de
pessoal capacitado para fazer essas leituras. Desta forma, o método ndo ¢ indicado para ser
utilizado em estudos de campo em larga escala (FAVERO et al., 2017).

Um outro método parasitologico ¢ a realizacdo de bidpsia da mucosa retal para a
verificagio da presenga de ovos (OTTOLINA & ATENCIO, 1943). Trata-se de um
procedimento altamente invasivo, sendo utilizados apenas em casos especificos para avalia¢ao

individual de pacientes (CARVALHO et al., 2008).

1.5.2 Métodos moleculares

Entre os métodos de diagnostico molecular existentes para a esquistossomose, destaca-
se a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), por apresentar altos niveis de sensibilidade e
especificidade, principalmente em infec¢des com baixa carga parasitaria. A PCR se baseia em

ciclos de amplificacdo de material genético de S. mansoni (DNA ou RNA) presente nas fezes e
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em outros tipos de amostras, como soro ¢ urina, gerando milhdes de copias desse material de
maneira altamente especifica. Esse método demonstrou ser dez vezes mais sensivel que o
método parasitoldgico Kato-Katz (PONTES et al., 2002; PONTES et al., 2003).

A PCR quantitativa em Tempo Real (qPCR) (HIGUCHI et al., 1993) ¢ uma técnica que
se baseia na monitoragdo da rea¢do de amplificagdo e quantificagdo de DNA a cada ciclo de
amplificacdo, com a capacidade de detectar ¢ mensurar quantidades minimas de material
genético do parasito nas amostras. Esse método também se destaca por apresentar sensibilidade
e especificidade mais altas quando comparada com a PCR convencional. Além disso, mostrou-
se eficiente para detec¢do e diferenciagdo da infec¢do pelo S. mansoni e S. haematobium em
amostras de fezes, urina, soro e de bidépsias (GUEGAN et al., 2019).

Uma variagdo da metodologia de PCR ¢ a técnica de PCR-ELISA, que se baseia na
amplificacdo de DNA do parasito em amostras de fezes, seguida de um ensaio imunoenzimatico
capaz de quantificar o produto de PCR marcado com biotina (GOMES et al., 2010). A
especificidade desse método foi demonstrada pela auséncia de amplificacdo de DNA de outros
helmintos, e entre outras vantagens, a PCR-ELISA se caracteriza como um ensaio semi-
quantitativo, com potencial para estimar a carga parasitaria e ser aplicado em areas de baixa
endemicidade. Esta técnica também pode ser aplicada na avaliacdo de eficiéncia de vacinas,
drogas e no monitoramento de cura apds tratamento. Siqueira e colaboradores (2015) avaliaram
o desempenho dos testes parasitologicos de Kato-Katz e TF-Test e do teste molecular de PCR-
ELISA para diagnostico e controle de cura da esquistossomose em uma drea de baixa
transmissdo. O resultado do teste de PCR-ELISA com apenas uma amostra de fezes demonstrou
moderada concordancia com os testes parasitologicos que foram utilizados como referéncia,
nos quais foram analisadas 18 laminas de Kato-Katz e o TF-Test. Uma plataforma laboratorial
de PCR-ELISA para o diagnostico molecular de S. mansoni foi desenvolvida por Senra e
colaboradores (2018) sendo capaz de detectar 3fg de DNA do parasito em um ensaio que
permite o processamento de 46 amostras de fezes em duplicata.

Uma outra metodologia molecular existente ¢ 0o LAMP (loop-intermediated isothermal
amplification) (NOTOMI et al., 2000) que se baseia na amplificagdo de DNA em condi¢des
isotérmicas. Quando comparada com as outras técnicas moleculares, ¢ considerada mais
simples por ndo necessitar de equipamentos robustos para a sua execucao, podendo ser aplicada
em estudos de campo, além de apresentar sensibilidade e especificidade mais altas em relagdo
aos métodos parasitologicos (GANDASEGUI et al., 2018). A técnica ja foi utilizada com

sucesso na detecgdo de DNA do S. mansoni em amostras de urina de humanos (FERNANDEZ-
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SOTO et al., 2019), bem como na detec¢do de 1fg de DNA do parasito em amostras de fezes
de camundongos (FERNANDEZ-SOTO et al., 2014).

Variacdes das metodologias moleculares foram desenvolvidas e apresentam resultados
que sugerem seu uso no diagndstico da esquistossomose, como o uso da PCR digital (POMARI
et al., 2019) e a deteccdo de miRNAs de Schistosoma por RT-qPCR a partir de vesiculas
extracelulares extraidas do soro de pacientes infectados (MENINGHER et al., 2017).

No entanto, apesar dos métodos de diagnostico moleculares apresentarem alta
sensibilidade e especificidade, eles apresentam algumas limitagdes como a facilidade de
contaminagdo dos reagentes e a presenga de inibidores nas amostras de soro, urina ou fezes que
impedem a amplificagdo de material genético, podendo gerar resultados falso-negativos
(CARNEIRO et al., 2013; VERWEIJ & STENSVOLD, 2014; WICHMANN et al., 2009). Os
testes moleculares também dependem da presenca do material genético do parasito na amostra
para ser amplificado. Além disso, possuem um alto custo devido aos reagentes e equipamentos
utilizados e uma alta complexidade quanto ao manuseio dos mesmos, o que dificulta a
implementagdo desses testes em dareas endémicas, sendo viaveis apenas para grandes

laboratérios de analises clinicas ou de pesquisa (UTZINGUER et al., 2015).

1.5.3 Métodos imunologicos

Os métodos imunoldgicos baseiam-se na deteccdo de anticorpos do hospedeiro
desenvolvidos contra antigenos do parasito, ou na detec¢do direta de antigenos do parasito.
Existe uma ampla variedade de testes imunoldgicos para esquistossomose descritos na
literatura. Entretanto, alguns se encontram em desuso devido ao avango das outras
metodologias. A maioria dos métodos disponiveis ¢ direcionada a deteccdo de anticorpos
desenvolvidos contra o parasito, podendo apresentar niveis significativos de sensibilidade e
especificidade. Existem estudos que utilizaram antigenos capazes inclusive de diferenciar
infeccOes ativas de exposicdes prévias, que representa uma das limitagcdes dos ensaios
sorologicos, demonstrando que os mesmos podem ser empregados em testes que apresentam
bom desempenho (JIN et al., 2010; CARVALHO et al., 2017). Devido ao potencial de serem
mais sensiveis, as técnicas imunologicas sdo as mais adequadas para serem utilizadas como
métodos auxiliares em levantamentos epidemioldgicos e controle de cura em areas de baixa
endemicidade, onde os métodos parasitologicos falham em detectar a infecgdo (HINZ et al.,

2017).
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Entre os métodos imunoldgicos para o diagnodstico da esquistossomose descritos na
literatura, podem ser citados: a rea¢do intradérmica, que consiste na reagdo de
hipersensibilidade imediata do tipo I, ou anafilética, contra antigenos do parasito, que se torna
positiva entre 30-60 dias ap6s a infecgdo. A técnica utiliza antigenos brutos de diferentes
estagios do ciclo de vida do parasito. Porém oferece baixa sensibilidade e especificidade no
diagnéstico da doenga (REY, 2001; BERGQUIST, 1992). Assim como a reagao intradérmica,
outras técnicas soroldgicas estdo em desuso, como: reagdo pericercariana (VOGEL &
RUNNING, 1949), reagdo de aglutinagdo cercariana (LIU & BANG, 1950), reacdo de
imobilizacdo de miracidio (SENTERFIT, 1953), reacdo de hemaglutina¢do indireta (KAGAN,
1955), reagdo de fixagdo do complemento (MINNING, 1941), reacdo periovular (OLIVER-
GONZALES, 1954) ¢ o teste de radioimunoensaio (STEK et al., 1985).

Das metodologias utilizadas atualmente, podemos destacar a imunofluorescéncia
indireta (IFT), descrita em 1960 por SADUN e colaboradores. Este método se baseia no
principio da ligagdo de anticorpos a antigenos presentes na superficie de formas evolutivas do
parasita e na ligacdo secundaria de anticorpos marcados com um fluorocromo, sendo o resultado
obtido pela visualizagdo em microscopio optico de fluorescéncia. Em um estudo realizado em
uma area de baixa endemicidade do Brasil, utilizando a técnica de Kato-Katz foi observada uma
prevaléncia de 1,6%, enquanto nos testes de imunofluorescéncia utilizando cortes de vermes
adultos de S. mansoni e as imunoglobulinas IgG e IgM, os indices de positividade foram de
33.2% e 33.5%, respectivamente, demonstrando uma maior sensibilidade da técnica de
imunofluorescéncia (BURLANDY-SOARES et al., 2003).

Uma das técnicas soroldgicas mais utilizadas no diagnostico da esquistossomose € o
ensaio de ELISA (Enzyme-Linked Immunoabsorbent Assay), que consiste tanto na deteccao de
antigenos do parasito (ELISA direto), quanto na deteccdo de anticorpos produzidos pelo
hospedeiro infectado (ELISA indireto). A metodologia indireta ¢ a mais utilizada para deteccao
de diferentes classes de anticorpos produzidos durante a infec¢do. O principio do ensaio se
baseia na incubacao do antigeno com amostras de soro, seguida da incuba¢do com um anticorpo
secundario conjugado a uma enzima que ird promover a revelacao do teste.

Os antigenos utilizados nos ensaios de ELISA podem ser obtidos das diferentes formas
evolutivas do ciclo de vida do parasito presentes no hospedeiro definitivo, sendo constituidos
de proteinas e/ou polissacarideos. Os mais utilizados sdo extratos brutos do parasito conhecidos
como antigeno soluvel de vermes adultos de S. mansoni (SWAP — solube worm adult protein)

e extratos do ovo, conhecido como antigeno solivel de ovo (SEA — soluble egg antigen). Esses
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antigenos sdo caracterizados como altamente antigénicos, porém podem apresentar reacao
cruzada com antigenos de outros parasitos (DOENHOFF et al., 2004).

Diversos estudos utilizaram proteinas recombinantes como antigenos para o
imunodiagnoéstico da esquistossomose e demonstraram resultados promissores em ensaios de
ELISA. No trabalho de Carvalho e colaboradores (2014), a proteina recombinante rSm200
apresentou taxas de sensibilidade de 90% e especificidade de 93,3%, sendo capaz de diferenciar
individuos saudaveis de area ndo endémica de individuos infectados de area endémica, além de
demonstrar uma correlagdo positiva com a carga parasitaria. Uma proteina recombinante com
alta expressdo em ovos do parasito S. manoni, denominada Major Egg Antigen, também
apresentou bom desempenho em um ensaio de ELISA, com sensibilidade de 87% e
especificidade de 89%. Entretanto, 50% das amostras de soro de individuos ndo infectados de
area endémica reagiram contra esta proteina (Silva-Moraes et al., 2019).

Resultados promissores foram obtidos por Chen e colaboradores (2013). O uso das
proteinas SjE16, SjPPlase e SjRobl, que sdo proteinas expressas em ovos de S. japonicum, na
forma recombinante em ensaios de ELISA, resultou em taxas de sensibilidade de 40%, 80% e
70%, respectivamente. Os trabalhos de Xu e colaboradores (2014) apresentaram resultados
ainda melhores em ensaios de ELISA utilizando a proteina recombinante SjSP-13 de S.
Jjaponicum como antigeno, com sensibilidade de 90,4% e especificidade de 98,9%.

Peptideos sintéticos também ja foram testados em ensaios de ELISA para o disgnostico
de infeccdo pelo S. mansoni. Utilizando analises de bioinformatica, Carvalho e colaboradores
(2017) selecionaram sete peptideos para serem testados em um imunodiagnostico por ELISA.
Destes, cinco peptideos alcangcaram bom desempenho, inclusive sendo capazes de discriminar
individuos infectados de ndo infectados de drea endémica. Além disso, um peptideo apresentou
potencial de ser utilizado com marcador de infec¢do ativa. Em um outro estudo, um pool de
cinco peptideos foi utilizado como antigeno um ensaio de ELISA que apresentou sensibilidade
de 86,8% e especificidade de 94,2% quando testado em um grupo de amostras de individuos
infectados e ndo infectados pelo S. mansoni (OLIVEIRA, et al., 2008).

A detecgdo de antigenos ou metabolitos do parasito presentes no soro ou na urina de
individuos infectados também tem sido utilizada como ferramenta no diagndstico da
esquistossomose. A presenca de antigenos de vermes adultos no soro e na urina de animais
infectados com S. mansoni foi reportada por Berggren & Weller (1967). Dois principais tipos
de antigenos circulantes foram descritos: o Antigeno Anoddico Circulante (CAA) e Antigeno

Catddico Circulante (CCA) (DEELDER et al., 1976). Estes antigenos sdo secretados/excretados
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por vermes adultos na circulagdo sanguinea do hospedeiro e sdo considerados bons marcadores
de infecgdo, pois seus niveis apresentam menor flutuacdo no soro e na urina do que ovos nas
fezes, além de refletirem a carga parasitaria do hospedeiro (POLMAN et al., 1998). Alguns
trabalhos mostraram que a quantificacdo de CAA e CCA no soro e na urina de pacientes
infectados por meio de ensaios de ELISA pode ser utilizada como ferramenta para o diagnostico
da esquistossomose (DEELDER et al., 1989; FILLIE et al., 1994; DE JONGE et al., 1989).

O desenvolvimento da metodologia baseada no diagnoéstico point of care (POC) tem
sido uma alternativa para o diagnostico da esquistossomose para aplicagdo no campo. A técnica
consiste em um teste rdpido imunocromatografico que utiliza um anticorpo monoclonal
especifico para os antigenos CCA ou CAA. O POC-CCA® (point-of-care circulating cathodic
antigen) (Rapid Medical Diagnostics, Pretoria, Africa do Sul) é um teste imunocromatogréafico
que utiliza dois anticorpos monoclonais especificos anti-CCA. E uma metodologia que tem sido
amplamente utilizada no continente Africano, onde apresenta bons indices de sensibilidade e
especificidade, além de ser um teste pratico, facil e que apresenta um bom custo-beneficio
(COLLEY, et al., 2013).

No entanto, trabalhos recentes tem mostrado uma reducio da acuracia do POC-CCA®
em areas de baixa endemicidade, onde predominam as infec¢des com baixa carga parasitaria.
Além disso, a presenca de trago tem sido motivo de duvida na interpretacdo do resultado gerado
pelo teste (PERALTA & CAVALCANTI, 2018). Entretanto, a utilizacao de urina concentrada
aumentou a acuracia do teste (GRENFELL et al., 2018). Em um estudo realizado no Brasil, o
POC-CCA exibiu limitagdes na detecgdo de infecgdes de baixa intensidade. Quando comparado
com um teste parasitologico de alta sensibilidade, como o Helmintex, o POC-CCA apresentou
também um grande numero de resultados falso-positivos (LINDHOLZ et al., 2018).

Com o avango das abordagens empregadas nos ensaios sorologicos e com a finalidade
de aumentar ainda mais a sensibilidade e a especificidade dos testes, uma outra metodologia
que esta cada vez sendo mais utilizada no diagndstico de diferentes doengas ¢ a citometria de
fluxo (MARTINS-FILHO et al., 1995). Dentro de uma ampla variedade de ensaios que podem
ser realizados, a citometria de fluxo dispde de uma modalidade que s@o os ensaios do tipo CBA
(Cytometric bead array), baseados no uso de microesferas de poliestireno fluorescentes
acopladas a proteinas de interesse. Essa metodologia consiste na incubag@o de uma microesfera
funcional, ou de um sistema microesfera-proteina, marcada por um fluoréforo, seguida da
incubagdo com as amostras a serem analisadas, juntamente com um anticorpo secundario de

detec¢do conjugado a um fluorocromo diferente do utilizado na microesfera, sendo o resultado
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obtido pela intensidade de fluorescéncia da reacdo. Existem trabalhos descritos na literatura que
utilizam a citometria de fluxo para o diagnostico de doencgas parasitarias, como Doenca de
Chagas e leishmaniose (TEIXEIRA-CARVALHO, et al., 2015) e maléria (AJUA et al., 2012;
ROOBSOONG, 2014). Esta metodologia também ja foi empregada no diagndstico da
esquistossomose. Diferentes proteinas recombinantes foram utilizadas em um ensaio sorologico
multiplex em plataforma Luminex. Um inibidor de serino protease de S. mansoni (SERPIN) e
a Sm-RP26 mostraram reatividade significativa com amostras de plasma de pacientes
infectados quando comparados com o grupo controle, sendo capaz de detectar a infeccdo com
um nivel de especificidade de 82% e 90%, e de sensibilidade de 89% e 68%, respectivamente
(TANIGAWA et al., 2015).

Trata-se, portanto, de uma metodologia promissora para o desenvolvimento de um teste
soroldgico para esquistossomose baseada no uso de antigenos recombinantes, podendo ser
altamente sensivel e especifica, e com potencial de ser facilmente incorporada em ensaios
multiplex. Entretanto, esta técnica estd condicionada a disponibilidade de citometros
especificos e a capacitacdo técnica para o seu manuseio (BRITO et al., 2016).

Como exposto acima, a deteccdo de anticorpos especificos contra o parasito durante a
infeccdo ainda apresenta limitagdes. Para citar algumas, os niveis de anticorpos nem sempre
estdo relacionados com a intensidade da infec¢do pelo S. mansoni e os anticorpos podem
permanecer circulantes por anos apos o tratamento, além da possibilidade de apresentarem
reagdes cruzadas com antigenos de outros helmintos. Por isso, ainda hd necessidade de
desenvolver testes mais sensiveis e especificos que sejam capazes de identificar precisamente
infeccdes com baixa carga parasitaria e de diferenciar infeccdes ativas de prévias. A selegdo de
antigenos adequados pode contornar os problemas apresentados pelos testes sorologicos. Além
disso, a detec¢@o de antigenos proteicos e de peptideos do proprio parasito possui um grande
potencial de ser utilizada no diagndstico da esquistossomose (GOMES et al., 2014; HINZ et
al., 2017; OGONGO et al., 2018).

1.6 A protedomica como ferramenta de prospeccio de antigenos potenciais para o
diagnostico da esquistossomose

Diversos estudos que empregam dados do genoma e do proteoma do S. mansoni vém
sendo realizados para buscar potenciais candidatos vacinais, alvos para drogas e biomarcadores
de infeccdo (BERRIMAN et al., 2009; PROTASIO et al., 2012; VERJOVSKI-ALMEIDA et

al., 2008). Os estudos protedmicos auxiliam no entendimento das informacgdes codificadas nos
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genomas dos parasitos e estdo inseridos em diversas abordagens, como nos estudos de
expressao de proteinas, e de proteoma estrutural e funcional (SELIGER & KELLNER, 2002;
GRAVES & HAYSTEAD, 2002). A aplicagdo de abordagens protedmicas para identificagdo
de alvos da resposta imune do hospedeiro que pudessem ser utilizados para o desenvolvimento
de novas vacinas e testes de diagndstico teve inicio com os trabalhos de Ashton e colaboradores
(2001). As metodologias utilizadas na protedmica envolvem basicamente a separacdo de
proteinas por eletroforese bidimensional ou por cromatografia uni ou multidimensional e a
identificagdo de proteinas por espectrometria de massas. Em 2004 foi publicado o primeiro
trabalho da andlise diferencial do proteoma de quatro fases do ciclo de vida do parasito S.
mansoni (CURWEN et al., 2004) e desde entdo, diversos estudos relacionados a protedmica do
parasito vém sendo publicados. Vérios trabalhos se concentraram no estudo de proteinas
expostas na interface hospedeiro-parasito, principalmente pela identificacdo de proteinas do
tegumento (BRASCHI & WILSON, 2006; BRASCHI et al., 2006; PEREZ-SANCHEZ et al.,
2008; PEREZ-SANCHEZ et al., 2006; VAN BALKOM et al., 2005; CASTRO-BORGES et
al., 2011a e CASTRO-BORGES et al., 2011b) e de proteinas secretadas/excretadas pelo
parasito (CASS et al., 2007; GUILLOU et al., 2007; HANSELL et al., 2008; KNUDSEN et al.,
2005; LIU et al., 2009; PEREZ-SANCHEZ et al., 2006 e WU et al., 2009), uma vez que estas
proteinas constituem alvos promissores para o desenvolvimento de vacinas e de testes de
diagnostico para a esquistossomose.

Um estudo de imunoproteoma do S. mansoni foi realizado por Ludolf e colaboradores
(2014). Por meio de ensaios de western blotting bidimensional, pela primeira vez, foi avaliada
a reatividade de anticorpos presentes no soro de individuos infectados e ndo infectados de uma
area endémica para esquistossomose contra proteinas totais e do tegumento de vermes adultos
do parasito. Desta maneira foi identificado um grupo de spots proteicos que reagiram
fortemente apenas com anticorpos presentes em soros de individuos infectados, o que sugere
que essas proteinas possam ser utilizadas como biomarcadores para o desenvolvimento de um
novo teste de diagnostico da esquistossomose.

Do conjunto de proteinas que foram reconhecidas exclusivamente pelo soro de
individuos infectados, foi selecionada uma proteina que apresenta massa molecular de
aproximadamente 40kDa, que no presente trabalho foi denominada de PPE, Principal Proteina
do Ovo (Egg).

De acordo com os resultados de Nene e colaboradores (1986), um antigeno de 40kDa ¢

a principal proteina expressa em miracidios e ovos do S. mansoni. No entanto, ela também esta
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presente em outras fases do ciclo de vida do parasito, como cercarias, esquistossomulos e
vermes adultos. Além disso, soro de coelho imunizado com a proteina recombinante reconheceu
uma proteina de massa molecular semelhante em extratos de ovo de S. haematobium. S.
Jjaponicum e S. bovis. Cordingley e colaboradores (1983) mostraram que dentre as proteinas
obtidas por tradugdo in vitro, a partir de mRNAs poli(A)" extraidos de ovos e vermes adultos,
uma proteina de 40kDa ¢ mais abundante. Esta proteina foi imunoprecipitada com soro de
coelhos imunizados com antigeno soluvel de ovo de S. mansoni, com soro de camundongos
infectados e com soro de pacientes infectados. Desta forma, os autores sugeriram que esta

proteina seria um antigeno ideal para uso em testes de imunodiagndstico da esquistossomose.
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2 JUSTIFICATIVA

A esquistossomose ¢ uma das doengas tropicais mais prevalentes do mundo. Mais de
200 milhdes de pessoas, em 78 paises, estdo infectadas e mais de 700 milhdes estdo sob o risco
de infec¢do. A persisténcia da doenga, apesar das a¢des dos programas de controle nas ultimas
décadas, pode ser em parte devido a falta de ferramentas de diagndstico preciso para deteccao
de casos e para triagem em areas onde a esquistossomose ¢ endémica. A implementacdo da
quimioterapia e de politicas de saneamento resultaram na diminui¢do da carga parasitaria no
hospedeiro, com consequente diminui¢do da excre¢do de ovos. Neste novo cenario
epidemioldgico da doenga, os métodos parasitologicos convencionais falham na deteccdo da
infeccdo pelo S. mansoni. Consequentemente, a real prevaléncia da esquistossomose vem sendo
subestimada nos ultimos anos. Esta situagdo tem contribuido para a ineficiéncia dos programas
de controle da doenca e para a manuten¢do da doenca, principalmente em areas endémicas.
Sendo assim, torna-se necessario o desenvolvimento de testes de diagndstico mais sensiveis e
especificos, capazes de detectar infec¢do ativa em individuos moradores de areas endémicas
para a esquistossomose. Neste contexto, a proteina PPE de S. mansoni representa um alvo
interessante para ser utilizado como antigeno em testes soroldgicos, uma vez que a mesma foi
diferencialmente reconhecida pelo soro de individuos infectados em relagdo ao soro de
individuos ndo infectados de drea endémica em ensaios de imunoprotedmica realizados pelo
nosso grupo de pesquisa. Sendo assim, o presente trabalho visa a obtencdo da forma
recombinante da proteina PPE e sua utilizagdo em duas plataformas para o diagndstico
sorologico da esquistossomose, ELISA e citometria de fluxo, com o objetivo de desenvolver
testes de diagnostico mais sensiveis e especificos que possam ser utilizados para estabelecer a

real prevaléncia da doenga e direcionar as a¢des de controle.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial da proteina PPE de S. mansoni recombinante como antigeno para

compor novos testes de imunodiagnostico da esquistossomose.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Obter um clone recombinante de bactérias E. coli contendo a regido codificadora do
gene da proteina PPE de S. mansoni inserida em um vetor de expressdo em sistema

procarioto;

2. Expressar a proteina PPE recombinante em sistema procarioto e purifica-la a partir do

lisado bacteriano;

3. Avaliar o reconhecimento da PPE recombinante por anticorpos do soro de individuos

infectados ou ndo pelo S. mansoni;

4. Padronizar e determinar o desempenho de um teste de diagndstico da esquistossomose

por ensaios de ELISA utilizando a proteina PPE recombinante;

5. Padronizar e determinar o desempenho de um teste baseado no uso de microesferas
funcionais acopladas a proteina PPE recombinante para o imunodiagndstico da

esquistossomose por citometria de fluxo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Amostras de soro humano

Para os diferentes ensaios sorologicos empregados neste trabalho, foram selecionadas
amostras de soro humano coletadas nos anos de 2001, 2002, 2005 ¢ 2009 de individuos
moradores do povoado de Virgem das Gracas (VDG), no municipio de Ponto dos Volantes,
uma area hiperendémica para a esquistossomose localizada no Vale Jequitinhonha, norte do
estado de Minas Gerais, que apresenta uma prevaléncia de aproximadamente 60% (PEREIRA
et al., 2010). As amostras de soro destes individuos foram selecionadas uma vez que os mesmos
foram avaliados quanto a presenca de infec¢do pelo S. mansoni por PCR, para deteccdo de
material genético do parasito nas fezes de acordo com Gomes e colaboradores (2009), e também
pelo exame de Kato-Katz utilizando quatro amostras de fezes, sendo confeccionadas 12 laminas
da primeira amostra e duas laminas das demais. Para compor o grupo de amostras controle
negativo de individuos ndo infectados e ndo residentes em area endémica para esquistossomose
foram selecionadas amostras de soro de 19 individuos saudéaveis que relataram ndo terem
historico prévio de esquistossomose. A auséncia de reatividade do soro dos individuos
saudaveis aos antigenos do Schistosoma mansoni foi confirmada em ensaios de
imunofluorescéncia indireta e ELISA IgG contra antigenos soltiveis do ovo, utilizando os kits
comerciais IF: Schistosoma mansoni IgM (EUROIMMUN) e Anti-Schistosoma mansoni 1gG
(EUROIMMUN). O uso destas amostras neste trabalho foi avaliado e aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisas Envolvendo Seres Humanos do IRR (CAAE 96036418.7.0000.5091).

Amostras de soro de individuos moradores do municipio de Turiagu no estado do
Maranhao, que apresenta uma prevaléncia de 29%, também foram utilizadas neste trabalho.
Estas amostras foram analisadas pelo exame de Kato-Katz utilizando trés amostras de fezes,
sendo confeccionadas 12 laminas da primeira amostra e duas laminas das demais. O uso destas
amostras foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisas Envolvendo Seres
Humanos do Instituto Evandro Chagas (CAAE 21824513.9.3001.0019).

As amostras de soro dos individuos das duas areas endémicas também foram avaliadas
quanto a reagdo contra antigenos soltiveis de ovos do S. mansoni no ensaio de ELISA comercial
Anti-Schistosoma mansoni 1gG (EUROIMMUN), produzido na Alemanha. Porém, este teste

ndo foi utilizado como critério de exclusao.
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As amostras de soro utilizadas neste trabalho foram classificadas como a seguir:
individuos infectados pelo S. mansoni (INF) e ndo infectados de éarea endémica para
esquistossomose (NE), e individuos saudéaveis de area ndo endémica, health donors (HD).

Para padroniza¢do dos ensaios soroldgicos, para cada imunoglobulina avaliada foi
utilizado um pool de amostras de soro de individuos infectados que apresentaram alta
reatividade contra antigenos soliveis de ovos de S. mansoni (POS Alto) e um pool de amostras
de soro de individuos infectados que apresentaram baixa reatividade contra os mesmos
antigenos (POS Baixo). Essa classificacdo das amostras de soro de individuos infectados foi
feita por meio de ensaios de ELISA utilizando o kit comercial Anti-Schistosoma mansoni 1gG
(EUROIMMUN), baseada nos valores de absorbancia. Foi utilizado também um pool de

amostras de soro de individuos doadores saudaveis de area ndo endémica (HD).

4.2 Anticorpos comerciais
Os anticorpos comerciais que foram utilizados neste trabalho foram descritos na Lista de
Anticorpos Comerciais (ANEXO I), contendo as informagdes de marca, lote ¢ nimero de

catdlogo de cada um.

4.3 Obtencao da sequéncia de DNA codificadora da proteina PPE de Schistosoma mansoni

A sequéncia nucleotidica correspondente a regido codificadora (coding sequence -
CDS) da proteina PPE de S. mansoni foi obtida do banco de dados SchistoDB database Version
2.0 (Smp_049300.3) (LUDOLF et al., 2014). Esta sequéncia possui 1.065 pb e foi obtida
previamente por RT-PCR utilizando cDNA sintetizado a partir de RNA total extraido de
esquistossomulos e 0s iniciadores Sforward
(5’GGCTGGATCCATGTCTGGTGGGAAACAACATAZY) e reverse
(5’TGATAAGCTTGTGAGTAATTGCATGTTGCT 3°). O produto de PCR amplificado foi
excisado de gel de agarose, purificado e entdo inserido no vetor de clonagem pCR®2.1-TOPO®
(Invitrogen) (RODRIGUES, 2014). A partir de um clone isolado foi extraido DNA plasmidial
utilizando o Plasmid Mini Kit (QIAGEN), de acordo com o manual do fabricante, e realizada
uma digestdo enzimatica com as enzimas de restrigdo BamHI e Hindlll, cujos sitios de restrigdo
foram inseridos nos iniciadores forward e reverse, respectivamente. O inserto liberado foi
purificado do gel de agarose e entdo inserido no vetor de expressdo pET21a (Novagen),

utilizado para transformacao de bactérias Escherichia coli da cepa BL-21 (ROCHA, 2015). Este
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vetor possui codons para a expressdo de proteinas recombinantes em fusdo com uma cauda de
seis residuos de histidina (6xHIS) na sua posi¢do C-terminal.

A partir de um clone isolado foi feita uma nova extragdo de DNA plasmidial. A
qualidade e a concentracdo do DNA extraido foi obtida no espectrofotdometro NanoDrop® ND-
1000. Foi realizada uma digestdo enzimatica utilizando as enzimas de restricio BamHI e
HindIll (Promega) para confirmar a obtencdo do plasmideo pET21a-PPE. Para isso foi
preparado um mix contendo 7pul. de DNA (467ug/mL), 1pL da enzima de restricido BamHI
(10U/uL), 1ul de HindlIl (10U/uL), 2,51 do Tampao E 10x (Promega), 2,5uL de albumina
sérica bovina (BSA) 10x (Promega) e 11puL de 4gua nuclease free. A reagdo ocorreu a 37°C por
3h. Como controle, foi realizada a digestao de 4uL. de DNA do plasmideo pQE-40 (300ug/mL)
com luL da enzima Hindlll (10U/pL), 2,0uL do Tampao E 10x, 2,0upL de albumina sérica
bovina (BSA) 10x e 11puL de 4gua nuclease free. A anélise dos produtos das reacdes de digestao
enzimatica foi realizada por eletroforese em gel de agarose 1%, corado com brometo de etidio.
Foi utilizado o padrao de pares de base /Kb plus DNA ladder (Invitrogen) e o gel corado foi
visualizado em luz ultravioleta (UV) utilizando equipamento ImageQuant LAS 500 (GE
HealthCare). Posteriormente foi realizado o sequenciamento parcial do plasmideo pET21a-PPE
pelo método de Sanger utilizando o BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit
(ThermoFisher), de acordo com as instru¢des do manual do fabricante, com os mesmos
iniciadores utilizados na RT-PCR e também os iniciadores T7 forward e T7 reverse. Os
produtos das reagdes de sequenciamento foram analisados no equipamento 3730 XL DNA
Analyzer (ThermoFisher) da Plataforma de Sequenciamento de DNA do Instituto René Rachou
(IRR) — FIOCRUZ/MG.

O acesso a sequéncia de DNA utilizada foi cadastrado no Sistema Nacional de Gestao
do Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) com o nimero

A64922E.

4.4 Analises de sequéncia

A sequéncia de aminoacidos da PPE recombinante foi utilizada como guery para busca
de ortélogos com o Protein Basic Local Alignment Search Tool (BLASTp) no banco de dados
de sequéncia de proteinas ndo-redundantes do NCBI. A proteina mais similar de Schistosoma
haematobium (XP_012801453.1), Schistosoma japonicum (CAX78232.1), Schistosoma bovis
(RTG85012.1), Necator americanus (XP_013292984.1), Trichuris trichiura (CDW52492.1),
Ancylostoma duodenale (KIH55703.1) e Homo sapiens (SLUM_A) foram submetidas a um
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alinhamento global par-a-par com a sequéncia de aminoacidos da PPE utilizando o programa
EMBOSS Needle (http://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/). Da mesma forma, a sequéncia da PPE
recombinante também foi comparada a sequéncia da proteina G4V8Y7, correspondente ao gene
Smp 049300.3 do banco de dados do UniProt. As sequéncias da PPE de S. mansoni e as
sequéncias similares de S. haematobium e S. japonicum foram submetidas ao alinhamento
multiplo utilizando o programa CLUSTAL Omega (1.2.4) multiple sequence alignment
(www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo) (MADEIRA et al., 2019). A sequéncia de aminoécidos da
proteina PPE, bem como sua massa molecular e ponto isoelétrico, foram obtidos utilizando as
ferramentas Translate e Compute plI/mW, respectivamente, do pacote ExPASy Bioinformatics
Resource Portal (www.expasy.org). Todos os programas foram utilizados em suas

configuracdes padrio e as analises foram realizadas em DEZ/2019.

4.5 Transformacao bacteriana

Com o objetivo de expressar a proteina PPE de S. mansoni na forma recombinante,
bactérias E. coli da cepa ArcticExpress (DE3) (Agilent Tecnologies), quimicamente
competentes, foram transformadas por choque térmico com o plasmideo pET21a-PPE. Para
isso, uma colonia da bactéria, previamente crescida em meio LB (Luria Bertani) agar contendo
gentamicina (20pg/mL), foi inoculada em 15mL de meio LB com o mesmo antibidtico. A
cultura foi mantida sob agitacdo constante a 200rpm e a 37°C, por 16h. Em seguida, ImL do
pré-indculo foi adicionado a 115mL de LB também contendo gentamicina (20pg/mL). A
cultura permaneceu sob agitagdo, nas mesmas condi¢des, até atingir a densidade dptica a 600
nm (ODeoo) entre 0,4-0,5. Parte da cultura foi utilizada para preparagao de estoques da bactéria
ArcticExpress (DE3) em aliquotas de ImL (700uL de in6culo + 300uL de glicerol 50%) e
armazenadas em freezer -80°C para uso posterior. Cada 50mL da cultura foram centrifugados
a 3500 x g, a 4°C, e o sobrenadante foi descartado. Os pellets foram ressuspendidos em 10mL
de uma solucao gelada de CaClz 0,I1M e foram mantidos no gelo por 20min. Os tubos foram
novamente centrifugados por 10min a 3500 x g, a 4°C, e o sobrenadante descartado. Os pellets
foram finalmente ressuspendidos em 2mL de CaCl2 0,1M.

Para a transformacdo, em uma aliquota de 100uL de bactérias quimicamente
competentes foi adicionado 1pL (40ng) do plasmideo pET21a-PPE. As bactérias permaneceram
no gelo por 30 minutos. Em seguida, foi dado o choque térmico a 42°C por 90 segundos e as
bactérias foram colocadas no gelo novamente por dois minutos. Foram adicionados 900uL de

meio LB e as bactérias foram mantidas a 37°C, sob agita¢@o constante a 250rpm, por uma hora.
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Ap0s a incubacdo, a cultura foi plaqueada com o auxilio de uma alga de pléstico estéril em meio
LB 4gar contendo ampicilina 100pug/mL e gentamicina 20pg/mL. As placas foram incubadas

em estufa a 37°C por 16h para o crescimento das colonias de bactérias transformadas.

4.6 Inducio da expressao da proteina PPE recombinante em sistema procarioto

Apoés a transformacgdo de bactérias E. coli da cepa ArcticExpress (DE3) com o
plasmideo pET21a-PPE foi selecionado um clone para indugdo da expressao da proteina PPE
recombinante. O protocolo foi realizado de acordo com as instru¢des do manual do fabricante
da ArcticExpress DE3 Competent Cells (Agilent Tecnologies), com algumas modifica¢des para
a sua otimizagao e padronizagdo. Foi feito um pré-in6culo em 30mL de meio LB acrescido dos
antibioticos ampicilina (100png/mL) e gentamicina (20png/mL). A cultura permaneceu sob
agitacdo constante a 200rpm, a 37°C, por 16h. Apds o crescimento, o pré-indculo foi adicionado
a 750mL de meio LB também contendo os antibidticos ampicilina (100pg/mL) e gentamicina
(20pug/mL). A cultura permaneceu sob agitacdo constante a 200rpm, a 30°C, por
aproximadamente 3h, até atingir a ODeoo entre 0,4-0,5. Apos atingir a densidade Optica
desejada, foram adicionados 750ul de Isopropyl p-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) 1M para
inducdo da expressdo da proteina PPE recombinante. Nesta etapa, a cultura permaneceu sob
agitacdo, a 12°C, por até 16h. Ao longo do experimento de expressdo, aliquotas de ImL da
cultura bacteriana foram recolhidas para avaliagdo do perfil de indu¢@o da expressdo da proteina
nos tempos Oh, 2h, 4h e 16h ap6s a adicdo de IPTG. Apds 16h, a cultura bacteriana foi
centrifugada a 5.000 x g por 40min, a 4°C, o sobrenadante descartado e o pellet armazenado em
freezer -80°C. As aliquotas que foram retiradas durante a indug¢do da expressdo da proteina
foram centrifugadas por dez minutos a 4.000 x g, os sobrenadantes foram descartados e os
pellets obtidos foram ressuspendidos em 100pL de tampao da amostra de proteina Laemmli
Sample Buffer 2X (TA2X) (Bio-Rad). As amostras foram fervidas a 100°C para desnaturacao
das proteinas, mantidas no gelo por dois minutos e centrifugadas a 16.000 x g por um minuto.
A andlise da expressdo da proteina PPE recombinante foi realizada por eletroforese em gel
desnaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE) 12% utilizando o sistema Mini-PROTEAN (Bio-
Rad). Foram aplicados 20puL das amostras referentes aos tempos TO (antes da adicao de IPTG),
T2, T4 e T16 (2,4 e 16 horas ap6s a adicdo de IPTG). Foi utilizado o padrao de peso molecular
de proteinas (SuL) Precision Plus Protein™ Dual Color Standards (Bio-Rad). A eletroforese

foi realizada a 60V por 30 minutos, e posteriormente a 100V até que o corante azul de
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bromofenol atingisse o final do gel. Os géis foram corados com Coomassie Brilliant Blue R-

250 e visualizados no equipamento ImageQuant LAS 500 (GE HealthCare).

4.7 Purificacdo da proteina PPE recombinante

O protocolo de purificacao foi realizado de acordo com as instru¢des do manual do Ni-
NTA Fast Start Kit (QIAGEN) em condi¢des nativas, com algumas adaptagdes para a sua
otimizagdo. A coluna de purificacdo é composta por uma resina que contém ions de niquel e a
proteina PPE recombinante com cauda de 6 histidinas na por¢ao C-terminal deve ficar retida na
coluna, devido a afinidade dos residuos de histidina aos ions de niquel. O pellet de 750mL de
cultura bacteriana, obtido apds a indugdo da expressao da proteina, foi ressuspendido em 10mL
de tampao de lise (Imidazol 20mM; Cloreto de S6édio 300mM; Fosfato de Sédio Monobasico
Monohidratado 50mM - pH 8,0) contendo 100uL de Lisozima (100mg/mL) (QIAGEN), Y4
comprimido do coquetel de inibidores de proteases cOmplete” Mini Protease Inhibitor
Cocktail (Roche) e 10uL de Benzonaze (25U/uL) (QIAGEN). Durante a lise, a solucao foi
congelada em nitrogénio liquido e descongelada em banho-maria, a 37°C, por 3 vezes. Em
seguida, a solugdo foi submetida a quatro ciclos de sonicagdo, com amplitude de 30%, por sete
segundos e intervalo de um minuto em gelo entre cada ciclo, utilizando o sonicador VC-750 -
SONICS VIBRA-CELL. Posteriormente a amostra foi centrifugada a 14.000 x g por 30
minutos, a 4°C, sendo obtidos o sobrenadante, que corresponde a fragdo de proteinas solaveis,
e o pellet, que corresponde a fragdo de proteinas insoluveis. Ambas as fragdes foram analisadas
por eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE) 12%, corado com
Coomassie Brilliant Blue R-250.

A etapa seguinte do processo de purificacdo consistiu em equilibrar a coluna
adicionando 2,5mL do tampao de lise, deixando-o passar por gravidade. Em seguida, os 10mL
correspondentes a fragdo soluvel de proteinas obtida apds a lise bacteriana foram aplicados na
coluna e passaram por gravidade, sendo coletado o flowthrough. Em seguida, foram realizadas
duas etapas de lavagem aplicando-se 4mL do tampao de lavagem 1 (Imidazol 50mM; Cloreto
de Sédio 1M; Fosfato de Sédio Monobasico Monohidratado 50mM; Tween20 1% — pH 8,0) e
uma lavagem com 4mL do tampao de lavagem 2 (Imidazol 50mM; Cloreto de S6dio 300mM;
Fosfato de S6dio Monobésico Monohidratado 50mM — pH 8,0). Apds todo o tampdo de
lavagem passar pela coluna por gravidade, a proteina foi eluida em tampao de elui¢ao (Imidazol
500mM; Cloreto de S6dio 300mM; Fosfato de S6dio Monobésico Monohidratado S0mM — pH

8,0), sendo duas elui¢des em 750uL e duas em 375uL. A mesma coluna foi utilizada novamente
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para mais dois ciclos de purificacdo a partir do flowthrough coletado no ciclo anterior. Foi
recolhida uma aliquota de cada etapa dos trés ciclos (flowthrough, lavagens e eluatos) para
analise da purifica¢do da proteina PPE recombinante em SDS-PAGE 12%. Para isso 10uL de
cada aliquota coletada foram diluidos em 10uL tampao da amostra de proteinas Laemmlli
Sample Buffer 2X (Bio-Rad). As aliquotas foram fervidas a 100°C por cinco minutos, mantidas
no gelo por dois minutos e centrifugadas a 16.000 x g por um minuto. Foram aplicados 20uL
de cada amostra no SDS-PAGE 12%, juntamente com 8uL do padrao de peso molecular de
proteinas Precision Plus Protein™ Dual Color Standards (Bio-Rad). A eletroforese foi
realizada a 60V por 30 minutos, e posteriormente a 100V até que o corante azul de bromofenol
atingisse o final do gel. Os géis foram corados com Coomassie Brilliant Blue R-250 e

visualizados no equipamento ImageQuant LAS 500 (GE HealthCare).

4.8 Dialise da proteina PPE recombinante

Ap0s a obtengdo da proteina PPE recombinante purificada, foi realizada a didlise dos
eluatos em tampao salina-fosfato (PBS) 1x. Para isso foi utilizado o sistema de dialise Mini
Dialysis Kit - 1kDa cut-off (GE HealthCare). Todo volume correspondente aos eluatos foi
transferido para os tubos de didlise de 2mL que possuem em sua tampa uma membrana de
dialise com poros de 1kDa. Os eluatos 3 e 4 de cada ciclo de purificagdo foram unidos em um
mesmo sistema de didlise, e os eluatos 1 e 2 foram dialisados separadamente. Os tubos foram
invertidos, com auxilio de um boiador, de modo que a parte da membrana ficasse em contato
com a solucao de PBS 1x. A solu¢do permaneceu sob agitacdo constante e a didlise ocorreu a
temperatura ambiente, por no minimo 3h. Em seguida, os tubos foram retirados, invertidos
novamente, e centrifugados a 1.000 x g, por cinco segundos, para recuperagdo de todo volume

da amostra.

4.9 Dosagem de proteina

Ap6s a didlise, a concentragdo da proteina PPE recombinante purificada foi determinada
pelo método Bicinchoninic Acid Protein Assay (BCA) (SIGMA-ALDRICH). Em uma
microplaca de 96 pocos (NUNC-Maxsorp) foi preparada uma curva padrao de BSA (SIGMA-
ALDRICH) nas concentragdes de 0,2pg/pL; 0,4pg/uL; 0,6pg/pl; 0,8ug/ul e 1,0ug/ul, diluida
em PBS partindo de uma concentragdo estoque de 10,0ng/pL. Foram aplicados 25uL de cada
ponto da curva padrdo e das amostras da proteina PPE dialisada, diluidas 1:10 em PBS, em

duplicata. Em seguida foram adicionados 200puL do reagente de BCA, preparado na propor¢ao
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1:8 dos reagentes A e B do kit, respectivamente. A placa foi incubada em estufa a 37°C por 30
minutos e a leitura da absorbancia foi realizada a 562nm no leitor de microplacas Spectramax

(Molecular Devices) utilizando o software SOFTMAX PRO.

4.10 Western blotting com anticorpo monoclonal anti-histidina

Para confirmar a expressdo da proteina PPE recombinante em fusdo com a cauda de
6xHIS foi realizado um ensaio de western blotting utilizando um anticorpo monoclonal IgG2a
de camundongo Anti-His (GE HealthCare). Inicialmente, foi realizada uma eletroforese em gel
de poliacrilamida 12% (SDS-PAGE) na qual foi utilizado 1pg da proteina PPE recombinante e
2,5ug de uma proteina de S. mansoni, chamada de spot 29, que também ¢ expressa em fusao
com 6xHIS. Esta foi utilizada como controle positivo do experimento. O ensaio foi realizado
utilizando o sistema Mini Trans-Blot Cell (Bio-Rad), onde as amostras de proteinas foram
transferidas do gel de poliacrilamida para uma membrana de nitrocelulose Amersham Hybond
Membrane (GE HealthCare). A transferéncia ocorreu a 100V, por duas horas, a 4°C, em tampao
de transferéncia 1x (Tris 25mM, Glicina 192mM e Metanol 20%). A membrana foi corada com
o reagente de Ponceau (SIGMA) por cinco minutos, para a visualizag¢do prévia da transferéncia,
lavada com 4gua tipo I e mantida em uma solucdo de bloqueio contendo 5% de leite em po
desnatado (Molico) diluido em tampao Tris-salina contendo Tween 20 (TBS-T) (NaCl 0,5M;
Tris 0,02M pH 7,5; Tween-20 0,05%) por 16h, a 4°C. Em seguida, a membrana foi lavada por
trés vezes com TBS-T por dez minutos, a temperatura ambiente, e incubada com o anticorpo
monoclonal de camundongo anti-histidina, diluido 1:3.000 em TBS-T com 3% de leite em po
desnatado, por uma hora, sob agitacdo constante e a temperatura ambiente. Apds a incubacao,
a membrana foi lavada novamente nas mesmas condi¢des anteriores e incubada com o anticorpo
secundario monoclonal anti-IgG de camundongo conjugado a horseradish peroxidase (HRP)
(SouthernBiotech), diluido 1:5.000 em TBS-T com 3% de leite em p6 desnatado, por uma hora,
a temperatura ambiente. Apds mais trés ciclos de lavagem, a reagdo antigeno-anticorpo foi
revelada pelo método de quimioluminescéncia, utilizando o kit Amersham ECL Prime Western
Blotting Detection Reagent (GE HealthCare). O equipamento utilizado para a captura da
quimioluminescéncia foi o ImageQuant LAS 500 Imager (GE HealthCare).

4.11 Western blotting com soro humano
Apo6s a confirmagdo do reconhecimento da proteina PPE recombinante por anticorpo

monoclonal anti-His foi realizado um novo experimento de western blotting utilizando os pools
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de soro INF, NE e HD. Inicialmente, foi realizada uma eletroforese em gel de poliacrilamida
12% (SDS-PAGE), onde foram aplicados lpg e 2png da proteina PPE recombinante e a
transferéncia das proteinas para a membrana foi realizada como descrito na se¢ao anterior. Com
o auxilio de uma lamina, a membrana foi cortada em tiras correspondentes a cada canaleta do
gel onde foi aplicada a proteina. Em seguida, as tiras da membrana foram incubadas em solugao
de bloqueio contendo 5% de leite em pd desnatado diluido em TBS-T, por 16 horas, a 4°C.
Ap6s o bloqueio, as tiras foram lavadas e incubadas separadamente com os pools de soro INF,
NE e HD, diluidos 1:500 em TBS-T com 3% de leite em p6 desnatado, por duas horas, sob
agitacdo constante. Apods a incubacdo com os pools de soro, as tiras foram lavadas novamente
nas mesmas condicdes anteriores e incubadas com o anticorpo secundédrio monoclonal anti-IgG
humana conjugado a HRP (SIGMA) diluido 1:10.000 em TBS-T com 3% de leite em pd
desnatado, por uma hora. Como controle do experimento, uma tira de membrana contendo 2ug
da PPE recombinante foi incubada com anticorpo monoclonal Anti-His conjugado a HRP
(NOVEX) diluido 1:5.000 em TBS-T com 3% de leite em pd desnatado, por uma hora, sob
agitacdo constante. Apds mais trés ciclos de lavagem, as tiras de membrana foram reveladas

pelo método de quimioluminescéncia, como descrito anteriormente no item 4.10.

4.12 Estabilidade e reprodutibilidade de obten¢do da proteina PPE recombinante
Com o objetivo de avaliar a estabilidade da proteina PPE recombinante, a mesma foi
mantida em diferentes temperaturas (4°C e 25°C) e por diferentes tempos (Oh, 2h, 6h, 24h, 48h,
72h, 96h, 120h e 168h). Aliquotas de 2,5pug da proteina de cada condi¢@o a que foi submetida
foram separadas por SDS-PAGE 12% e os géis foram corados por Coomassie Coloidal Brilliant
Blue G-250 (Bio-Rad). Foi utilizado o padrao de peso molecular de proteinas Precision Plus
Protein™ Dual Color Standards (Bio-Rad).
Para avaliar a reprodutibilidade de obtengdo da proteina PPE recombinante, trés
diferentes lotes de expressdo e purificagdo da proteina foram avaliados por SDS-PAGE 12%.
Para isso, 1ug, 2,51ug e Sug foram separados por eletroforese e os géis foram corados por

Coomassie Brilliant Blue R-250 (Bio-Rad).

4.13 Ensaios de ELISA
Ensaios de Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) foram realizados para
avaliar a reatividade das imunoglobulinas IgG e IgG4 contra a proteina PPE recombinante. Para

determinar as melhores condi¢des dos testes, inicialmente foram realizados ensaios de
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padronizagdo. Para isso, microplacas de fundo chato de 96 pocos (NUNC-Maxsorp) foram
sensibilizadas com 100uL/poco da PPE recombinante em diferentes concentracdes, variando
de 0,25pg/mL a 15ng/mL, diluida em tampao carbonato-bicarbonato 0,05M, pH 9,6. As placas
permaneceram por 16h a 4°C e em seguida foram lavadas por quatro vezes com solugdo tampao
PBS-Tween 20 0,05% (PBS-T), pH 7,0 — 7,2 (300uL/poco).

Para os ensaios de reatividade de IgG, foi realizado o bloqueio com PBS-T e 10% de
Soro Fetal Bovino inativado (SFB) (GIBCO, USA) (300uL/poco), por duas horas, a 37°C. Apo6s
novas lavagens, as placas foram incubadas por duas horas com diferentes dilui¢cdes dos pools
de soro POS Alto, POS Baixo e HD (1:40, 1:80, 1:100, 1:160, 1:200, 1:320, 1:400, 1:500, 1:600
e 1:800) ou com as amostras individuais de soro dos individuos infectados (INF), ndo infectados
de area endémica (NE) e doadores saudaveis (HD) diluidas 1:40, 1:80 e 1:100 em PBS-T
(100uL/pogo). Apos lavagens com PBS-T, as placas foram incubadas por uma hora com o
anticorpo secundario monoclonal anti-IgG humana conjugado a HRP (SIGMA) nas dilui¢des
testadas de 1:20.000, 1:40.000 e 1:60.000 (100uL/poco). Apds novas lavagens, a reagdo foi
revelada com 100puL/pogo de substrato liquido 3,3°,5,5’-tetrametilbenzidina (TMB) (Bio-Rad)
por 30 minutos e interrompida com 50uL/pogo de acido sulfurico 2M. Logo em seguida, os
valores de absorbancia foram adquiridos a 450nm em leitor automatico de microplacas
Multiskan FC (Thermo Scientific).

Para os ensaios de reatividade de IgG4 foram feitas algumas modificagdes no protocolo.
O bloqueio foi realizado com PBS-T e 5% de leite em p6 desnatado, a temperatura ambiente.
Ap0s lavagens, as placas foram incubadas com diferentes dilui¢des dos pools de soro POS Alto,
POS Baixo ¢ HD (1:40, 1:80, 1:100 ¢ 1:200) ou com as amostras individuais de soro dos
individuos infectados (INF), nao infectados de area endémica (NE) ¢ doadores saudaveis (HD)
diluidas 1:80 e 1:100 em PBS-T e 1% de leite em p6 desnatado. Apds lavagens com PBS-T, as
placas foram incubadas a temperatura ambiente com anticorpo monoclonal de camundongo
anti-IgG4 humana conjugado a biotina (SIGMA), diluido 1:20.000, 1:40.000 e 1:80.000 em
PBS-T e 1% de leite em p6 desnatado. Apds novas etapas de lavagens, foi realizada a incubacao
por uma hora, a temperatura ambiente, com estreptavidina-HRP (BD Pharmigen) diluida
1:4.000 (100uL/pogo) em PBS-T e 1% de leite em p6d desnatado. Apds lavagens, a reagdo foi
revelada com o substrato liquido 3,3’,5,5’-tetrametilbenzidina (TMB) (Bio-Rad) por 30
minutos e interrompida com 50ul/pogo de acido sulfirico 2M. Logo em seguida, os valores de
absorbancia foram adquiridos a 450nm em leitor automatico de microplacas Multiskan FC

(Thermo Scientific).
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4.14 Ensaios de citometria de fluxo com microesferas funcionais

Inicialmente 90pug da proteina PPE recombinante purificada (1ug/uL) foi acoplada a
superficie de microesferas Functional Bead E7 (BD Biosciences) de acordo com as instrucdes
do manual do Functional Bead Conjugation Buffer Set (BD Biosciences). Resumidamente, o
acoplamento ocorre por meio de uma ligacdo covalente entre o grupamento amina da proteina
e os grupamentos sulfidrila das microesferas. A ligacdo ¢ formada usando o reagente
Sulfosuccinimidyl ~4-N-maleimidomethyl cyclohexane I-carboxylate (Sulfo-SMCC). O
protocolo de acoplamento consiste em trés etapas principais (Figura 3). A primeira etapa
consiste no preparo das microesferas com o reagente Ditiotreitol 1M (DTT), responsavel pela
formagdo dos grupos sulfidrila na sua superficie. A segunda, na modificacdo da proteina por
meio da reacdo de seu grupamento amina com a molécula de Sulfo-SMCC, formando uma
espécie altamente reativa com grupos sulfidrilas. Apds a troca de tampdo da proteina
modificada ¢ realizada a terceira e ultima etapa, que consiste na conjugacao propriamente dita
das microesferas com a proteina, na presenca de N-Ethylmaleimide (NEM) para estabilizar as

ligacdes tio-éster formadas.

Figura 3: Etapas do acoplamento de proteinas a microesferas funcionais.
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O DTT reduz o grupo dissulfeto, presente na superficie das microesferas, formando grupos
sulfidrilas que reagem com o grupo maleimida inserido na por¢do amino-terminal da proteina
por meio de uma reacdo quimica com Sulfo-SMCC. A ligacdo sulfidrila-maleimida ¢
estabilizada na presenga de NEM, formando ligagdes tio-éster estaveis. Fonte: KER, 2016.

4.14.1 Confirmaciao do acoplamento com anticorpo monoclonal anti-histidina
Primeiramente, foi realizado um ensaio para confirma¢ao do acoplamento da proteina
PPE recombinante as microesferas. Para isso, foi utilizada uma microplaca estéril 96-well Clear

Round Bottom TC-treated Cell Culture Microplate (FALCON). As microesferas acopladas
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(6.000 microesferas/pL) foram homogeneizadas em vortex por Smin e diluidas 1:50 em tampao
Wash Buffer (BD™) previamente centrifugado a 400 x g por dez minutos. As microesferas
diluidas foram entdo distribuidas na placa (50pL/pog¢o), juntamente com 50puL do anticorpo
monoclonal IgG1 de camundongo anti-His, Penta-His (QIAGEN), diluido 1:500 e 1:1.000 em
PBS-Wash (PBS 1x; albumina sérica bovina 0,5%; azida sodica 0,1%, pH 7,35). A placa foi
cuidadosamente homogeneizada e incubada por trés horas a temperatura ambiente, sob agitacao
constante de 500rpm em um agitador de microplacas NI-1154 (Nova Instruments), ao abrigo
de luz. Apds a incubagdo, a placa foi centrifugada a 400 x g por dez minutos e vertida
rapidamente. Em seguida, a placa foi novamente homogeneizada em vortex. Foram adicionados
200pL/pogo de PBS-Wash para lavagem e a placa foi centrifugada e vertida novamente. Para a
reacdo secundaria, foram adicionados 50puL/pogo do anticorpo policlonal de cabra anti-IgG
(H+L) de camundongo conjugado a biotina (ThermoFisher Scientific) diluido 1:1.000 e 1:5.000
em PBS-Wash, e em seguida, 30uL/poco de estreptavidina conjugada ao fluorocromo
ficoeritrina, PE Streptavidin (BD Pharmigen™) diluida 1:400 em PBS-Wash. Apos ser
homogeneizada em vortex, a placa foi incubada novamente por 2 horas, sob agitacdo constante
de 500rpm. Apods a incubagdo, foram pipetados 150ul/poco de PBS-Wash. A placa foi
novamente centrifugada a 400 x g por 10min e vertida rapidamente. Para ressuspender as
microesferas, foram adicionados 200ul/poco de PBS-Wash. A aquisi¢do dos dados foi
realizada no Citémetro de Fluxo BD FACSCalibur™ da Plataforma de Citometria de Fluxo do
IRR, e a andlise dos dados foi realizada nos softwares FlowJo (Tree Star, Ashland) e GraphPad
Prism 8.0 (San Diego, Ca, USA).

4.14.2 Ensaios de citometria de fluxo com soro humano

Apos certificar a eficiéncia do acoplamento da PPE recombinante as microesferas,
foram realizados os ensaios com as amostras de soro INF, NE ¢ HD, em pool ¢ individualmente,
em diferentes diluigdes. Para os ensaios de reatividade de IgG, os pools de soro POS Alto, POS
Baixo ¢ HD foram testados nas dilui¢des 1:100, 1:500, 1:1.000 e 1:2.500, ¢ as amostras de soro
individuais, em uma dilui¢do seriada (1:50 — 1:3.200). Nos ensaios com anti-lgG4, foi realizada
uma curva de titulacdo com dilui¢do seriada dos pools de soro POS Alto, POS Baixo e HD
(1:100 — 1:1.600) e das amostras de soro individuais (1:50 — 1:3.200). Para os ensaios com anti-
IgA foi realizada uma curva de titulagdo com diluicdo seriada (1:50 — 1:3.200) dos pools de

soro POS Alto, POS Baixo ¢ HD, e das amostras individuais.
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Os ensaios foram realizados como descrito no item 4.14.1. Todas as amostras de soro
foram centrifugadas a 15.000 x g por dez minutos antes de serem diluidas em PBS-Wash. Para
a reacdo secundaria, foram utilizados os anticorpos policlonal de cabra anti-IgG conjugado a
biotina (Invitrogen) diluido 1:1.000 e 1:2.000 e anticorpo monoclonal de camundongo anti-
IgG4 humana conjugado a biotina (SIGMA) nas dilui¢gdes 1:500, 1:1.000 e 1:2.000, e
estreptavidina conjugada a PE diluida 1:400. Também foi utilizado o anticorpo de cabra anti-
IgA humana conjugado ao fluorocromo isotiocianato de fluoresceina — FITC (SIGMA) nas
dilui¢des 1:250, 1:500, 1:1.000 e 1:2.000. A aquisi¢do dos dados foi realizada no citometro de
fluxo BD FACSVerse da Plataforma de Citometria de Fluxo do IRR e a analise dos dados foi
realizada nos softwares FlowJo 10.0.8 (Tree Star, Ashland) e GraphPad Prism 8.0 (San Diego,
Ca, USA).

4.15 Estratégia de analise dos resultados dos ensaios de citometria de fluxo

Para analise dos resultados obtidos nos ensaios de citometria de fluxo foram adquiridas
informacgdes relativas ao tamanho (Forward Scatter - FSC), granulosidade (Side Scatter - SSC)
e intensidade relativa de fluorescéncia de 500 microesferas/amostra. Primeiramente foi
selecionada a populacdo de microesferas acopladas a PPE recombinante na posi¢ao da
microesfera E7 (Figura 4A). Em seguida foi obtido o histograma de fluorescéncia FL1 ou FL2
representando o MFI (Intensidade Média de Fluorescéncia, do inglés, Median Fluorescence
Intensity) das microesferas acopladas (Figura 4B). O controle das microesferas acopladas
incubadas apenas com o anticorpo conjugado esta representado pelo histograma na figura 4C e
a reacdo das microesferas acopladas incubadas com o anticorpo priméario, seguido do anticorpo

conjugado, esta representada pela figura 4D.
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Figura 4 — Representacio esquematica da estratégia de analise dos resultados dos ensaios de
citometria de fluxo.
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Selec@o da populacdo de microesferas E7 utilizando os parametros de tamanho (FSC) e granulosidade
(SSC) (A). Histogramas de fluorescéncia FLL1 ou FL2 representando o MFI obtido com as microesferas
acopladas (B), com o controle das microesferas acopladas incubadas com o anticorpo conjugado (C) e
com as microesferas acopladas na presenga do anticorpo primario e do anticorpo conjugado (D). Fonte:
a autora.

4.16 Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 8.0 (San
Diego, Ca, USA). Inicialmente, os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-
Wilk, seguido do teste de Brown-Forsythe para avaliar a igualdade de variancia. Os resultados
foram analisados utilizando o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney, par a par, quando os
valores de cada grupo ndo apresentaram igualdade de variancia. Nestes casos, o valor de alfa
foi ajustado de acordo com o numero de comparagdes realizadas entre os grupos, sendo
consideradas significativas as diferengas com valor de P<0,02. Quando os valores analisados
apresentaram igualdade de variancia, foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis, seguido do pos-
teste de comparagdes multiplas de Dunn. Nestes casos, foram consideradas significativas as

diferengas com valor de P< 0,05.
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Os pontos de corte para os diferentes ensaios, ELISA e citometria de fluxo, com as
diferentes imunoglobulinas, anti-IgG, anti-IgG4 e anti-IgA, foram selecionados a partir da
analise das curvas ROC (Receiver-Operating Characteristc), construidas com os valores de
absorbancia ou de MFI, cuja soma dos valores de sensibilidade e especificidade apresentasse
maior valor (LINNET et al., 2012). Para analise de desempenho dos testes foram consideradas
como amostras negativas as amostras de individuos saudédveis de area ndo endémica (HD) e as
amostras de individuos ndo infectados de area endémica para esquistossomose (NE).

O desempenho de cada teste foi avaliado de acordo com a sensibilidade, especificidade,
valor preditivo positivo (VPP = proporcao de individuos com teste positivo que apresentam a
doenga), valor preditivo negativo (VPN = proporcao de individuos com teste negativo que nao
apresentam a doenga), area sob a curva ROC (AUC), acuracia e indice Kappa (k). O indice
Kappa foi calculado com relacdo aos testes que foram utilizados simultaneamente para
caracterizacdo das amostras de soro, sendo eles Kato-Katz ¢ PCR, utilizando a ferramenta
online do GraphPad, no endereco www.graphpad.com/quickcalcs/kappal/, com intervalo de

confianc¢a de 95%. Os valores obtidos foram interpretados de acordo com a escala determinada

por LANDIS & KOCH (1977).
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S RESULTADOS

5.1 Analise do plasmideo pET21a-PPE por digestio com enzimas de restri¢ciao

A expressdo da proteina PPE recombinante foi realizada utilizando a cepa de bactéria
E. coli ArticExpress (DE3). Para isso, foi feita a extragdo de DNA plasmidial por miniprep a
partir de um clone da bactéria BL-21 transformada com o plasmideo pET21a-PPE, seguida de
transformagdo de bactérias ArticExpress (DE3). A concentragio do DNA obtida foi
467,00ng/mL. Para certificar a construgdo e obtencdo do plasmideo pET21a-PPE, previamente
a transformacao da bactéria ArticExpress (DE3) foi realizada a digestdo com as enzimas de
restricdo BamHI e Hindlll. Estas enzimas foram as mesmas utilizadas para inser¢do da
sequéncia correspondente a regido codificadora do gene que codifica a proteina da PPE de S.
mansoni (CDS) no plasmideo pET-21a. Como pode ser observado na figura 5, de acordo com
o padrdo de pares de base, a digestdo do plasmideo pET21a-PPE liberou um fragmento de
tamanho esperado de aproximadamente 1.000 pares de base (pb), que corresponde a CDS da
PPE. Além disso, a banda correspondente ao vetor pET-21a apresentou o tamanho aproximado
ao esperado de 5.443 pb. O plasmideo pQE-40, utilizado na reacdo de digestdo como controle,
foi linearizado com a enzima de restricdo Hindlll e apresentou o tamanho esperado de 4.000

pb.

Figura 5 — Eletroforese em gel de agarose dos produtos de digestio dos plasmideos pQE-40 e
pET21a-PPE.
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1,21g de DNA do plasmideo pQE-40 foi linearizado com a enzima de restrigdo HindlIll e 3,3pg de DNA
do plasmideo pET21a-PPE foi digerido com as enzimas BamHI e Hindlll. Os produtos de digestdo
foram analisados em gel de agarose 1%, corado com brometo de etidio. Foi utilizado o padrao de pares
de base 1kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). Fonte: a autora.
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5.2 Anélise da sequéncia da proteina PPE recombinante

Foi realizado o sequenciamento parcial do plasmideo pET21a-PPE com os mesmos
iniciadores utilizados para amplificagdo da CDS de PPE e com os iniciadores T7 forward e T7
reverse. Ap6s a andlise das sequéncias obtidas, chegou-se a sequéncia de DNA consenso
(Figura 6A). A sequéncia de aminodacidos da proteina traduzida esta demonstrada na figura 6B,
evidenciando a cauda de 6xHis na sua por¢ao C-terminal. A proteina recombinante possui 367
aminoacidos. De acordo com a ferramenta Compute pI/Mw, a PPE recombinante possui ponto

1soelétrico 6.46 e massa molecular 40.997,90 Da.

Figura 6 — Sequéncia parcial do plasmideo pET21a-PPE e de aminoacidos da proteina PPE
recombinante.

A

GGTCGCGGATCCATGTCTGGTGGGAAACAACATAACGCAGTTAGTATTCCTGTGAATCGTGAGC
AACGGTCATTTGAGAAACAAAGACGTGACTTATTGACTGGCCTGGAACATGGGGGTGGTGCTCA
TCGTGGCAACTCAATCGCACCATACACGGAAGACTGGCCGAGTACAGTGGACAACTGGATCGAC
TCCTCGT GGAAGAGATGGGATGACGACATGCGACGTTTGAGACGTGGAATGTTTGCACTATTAC
CATTGGATACTTTCTCCCATGGAATTT TGGAAAATCCATTCGCATTAATGCACCAAATGGATCG
TCAAATCCAGGATATCCGAGAGAGAATGGGGETCATTGGATGTGCCGTCTACCGGTTCAGTGAAC
GACTTTCTGAAGGACGCCTACGAAGTAGGTGAGGATGGCAAGGTACATTTCAAGGTACGATTCG
ATGCACAAGGTTTCGCTCCTCAGGACATCAATGTGACGTCGAGTGAGAACCGTGTGACGGTACA
CGCGAAGAAGGAGACGACGACCGATGGTAGGAAGTGTAGTCGGGAGTTCTGTCGTATGGTGCAG
CTGCCGAAGAGTATTGATGATAGTCAACTGAAATGTCGCATGACAGATGATGGTGTTTTGATGT
TAGAGGCTCCAGTGAAGGTTGATCAGAACCAGTCGTTGACGCTGAACGAGT CTGGTCAGGTGGC
TGTTCGACCGAAATCGGACAAT CAGATTAAGGCAGTTCCTGCATCACAAGCTCTTGTTGCGAAR
GGTGTTCATGGTCTGTCGTATGTGGAT GATGGTTCAGGTGGGAAGCGACTGCATGTTGARGTTC
CAGTGGACCCAGTGTACAAACCTGAAGACTTGTTTGTGAATGTTGACTCGAATCGTGTTGTGGT
TAGTGGACGTCATCATAAGCAGAAGAGTGATCAACAT GGAAGGTCGAGCTCATTCGCAGAGTTC
AGTCAGTCGTATGCGATTCCAGAGACAGTTGATCCGTTATCTGTTTCTGCT CAGGTAGTTGGCA
ATACATTGGTATTGGAGGCGCCATTGGAGAAGCAACATGCAATTACTCACAAGCTTGCGGCCGC
ACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGA

B

MSGGKQHNAVSI PVNREQRSFEKQRRDLLTGLEHGGGAHRGNSIAPYTEDWPSTVDNWIDS SWK
RWDDDMRRLRRGMFALLPLDTEFSHGILENPFALMHOMDRQIQDIRERMGSLDVPSTGSVNDELEK
DAYEVGEDGEVHFKVRFDAQGEFAPQDINVTSSENRVT VHAKKETTTDGRKCSREFCEMVQLFEPKS
IDDSQLKCERMTDDGVIMLEAPVEVDONQSLTLNESGQVAVRPKSDNQIKAVPASQATVAKGVHG
LSYVDDGSGGKRLHVEVPVDPVYKPEDLEVNVDSNRVVVSGEREHHEKQKSDQHGRSSSFAEFSQSY
ATPETVDPLSVSAQVVGNTLVLEAPLEKQHATTHKLAAAT.EHHHHHH

(A) Sequéncia de DNA consenso obtida pelo sequenciamento parcial do plasmideo pET21a-PPE. Os
nucleotideos sublinhados correspondem as regides de anelamento dos iniciadores forward e reverse,
evidenciando os sitios das enzimas de restricio BamHI e Hindlll, respectivamente, em italico. Em cinza
estdao destacados os codons de iniciacdo (ATG) e de terminagdo (TGA). Em negrito estdo marcados os
codons correspondentes as seis histidinas. (B) Sequéncia de aminoacidos traduzida a partir da sequéncia
de nucleotideos obtida. Em cinza esta evidenciada a cauda 6xHis na por¢do C-terminal. Fonte: a autora.
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Com o objetivo de confirmar se a proteina recombinante expressa corresponde ao
produto do gene Smp 049300.3, a sequéncia de aminoécidos traduzida da sequéncia de DNA
consenso foi comparada com a sequéncia polipeptidica G4V8Y7 depositada no banco de dados
do UniProt (Figura 7), pertencente a uma familia de pequenas proteinas de heat shock (HSP20).

Estas sequéncias possuem 94,6% de identidade e 97,7% de similaridade.

Figura 7 — Alinhamento da sequéncia de aminoicidos da PPE recombinante com a proteina
G4V8YT.

PPE MSGGEKQHNAVSIPVNREQRSFEKQRRDLLTGLEHGGGAHRGNSIAPYTEDWPSTVDNWID

G4VB8Y7T MSGGKQHNAVSIPVNREQRSFERQRRDLLTGLEHGSGTHRGNLIGPYTEDWPSTVDSWIN
khkkkhkkkkkhhhhhhhhhhhhk e khhhhhhhhhhk kekhhd * khkkkkkhhhdx Kk,

PPE SSWEREWDDDMERLRRGMFALLPLDTFSHGILENFFALMHOMDRQIQDIRERMGSLDVEST
G4V8Y7 SSWRRWDEEMRRLRRGMFALLPLDTETHGILENPFALMHQMDRHIQDIRERMGSMDVPST

R R R e e e R e ]

PPE GSVNDFLEKDAYEVGEDGKVHFKVRFDAQGFAPQDINVTSSENRVTVHAKKETTTDGRECS
G4VB8Y7 GSVSDFLKDAYEVGEDGKVHFKVRFDAQGFAPQDINVTSSENRVIVHAKKETTTDGGKCS

e e e e ek R e

PPE REFCRMVQLPKSIDDSQLKCEMTDDGVLMLEAPVKVDQNQSLTLNESGQVAVRPKSDNQI
G4Vv8Y7 REFCRMVQLPKSIDDSQLKCRMTDDGVLMLEAPVKVDQNQSLTLNESGQVAVRPKSDNQI

R o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

PPE KAVPASQALVAKGVHGLSYVDDGSGGKRLHAVEVEPVDPVYKPEDLFVNVDSNEVVVSGRHH
G4V8YT7 KAVPASQALVAKGVHGLSYVDDGSGGKRLHVEVPVDPVYKPEDLCVNVDSNRVVVSGRHH

R o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

PPE KQKSDOQHGRSSS5FAEFSQSYATPETVDPLSVSAQVVGNTLVLEAPLEKQHATITHKLAAATL
G4VBYT KQKSGQYGKSSSFAEFSQSYAIPETVDPLSVSAQVVGNTLVLEAPLEKQHATITH-————-

Fhihkk Fokoskkkrkrkhhkrkhddhdrhdrdkrrrhd b b rhdrhdrrrrrrdxrdrrd

PPE EHHHHHH
GAVEYT -

A sequéncia de aminoacidos da PPE recombinante foi comparada com a sequéncia G4V8Y7 depositada
no banco de dados do UniProt, correspondente ao gene Smp 049300.3, utilizando o programa EMBOSS
Needle. (*) residuos de aminoacidos idénticos; (:) aminoacidos conservados; (.) aminoacidos semi-
conservados; ( ) aminoacidos nao conservados e (-) gaps. Fonte: a autora.

A sequéncia de aminoécidos da PPE recombinante de S. mansoni foi também utilizada
para busca de ortélogos em diferentes espécies de Schistosoma: S. japonicum, S. haematobium
e S. bovis. O alinhamento entre a sequéncia de aminoacidos da PPE das principais espécies de
Schistosoma que parasitam o homem estd demonstrado na figura 8. A sequéncia da proteina
recombinante de S. mansoni apresentou maior identidade com as sequéncias ortdlogas de S.
japonicum e S. haematobium (68,9 e 87%, respectivamente) e, dentre as espécies de

Schistosoma avaliadas, uma menor identidade com a sequéncia ortdloga de S. bovis (55,9%).
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A mesma analise foi realizada com sequéncias ortdlogas de outros geo-helmintos, como:
Necator americanus, Trichuris trichiura, Ancylostoma duodenale e Ascaris lumbricoides.
Entretanto, a sequéncia da PPE recombinante de S. mansoni apresentou uma baixa identidade
com a sequéncia ortologa de N. americanus (10,1%), Trichuris trichiura (14,5%), Ancylostoma
duodenale (10,5%) e ndo apresentou similaridade significativa a nenhuma sequéncia de 4.
lumbricoides. Foi também encontrada uma sequéncia de Homo sapiens ortologa a PPE de S.

mansoni. Porém, estas sequéncias apresentaram baixos indices de identidade (7,3%).

Figura 8 — Alinhamento da sequéncia de aminoacidos da PPE recombinante com proteinas
ortélogas de Schistosomas.

. Jjaponicum MSGTHONHAVSIPVNREQCSFPRHRHELLONVGKASKSGQLGSVVPYTEDWPSSVSHNWIE 60
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.mansoni MSGGKQHNAVSIPVNREQRSFEKQRRDLLTGLEHGGGAHRGNS IAPYTEDWPSTVDNWID 60
.haematobium MSGGQHHQAVSIPVNREQRSFERQRRDLLTGLEHGGGTHRGNLIAPYTEDWPSTVDSWIN &0
kkk sss s kkkkAkkkA Ak Kk - ok-akk - o= = . . kkkkkkkokek Kk

. Jjaponicum SSLESWDEEMERLERGMFALLFMDRFMVGISHDPLGMMHEMDRHIEELQNGMGLSAVAPL 120

n

.mansoni SSWERWDDDMERLREGMFALLPLDTFSHGILENPFALMHQMDRQIQDIRERMGSLDVEST 120
.hasmatobium SSWRRWDEDMRRILRRGMFALLPLDNFTHGVWENPFALMHQOMDRHIQDIRERMGSMDVEST 120
Kk x kk sk Kkkkkkkkkk K-k K K: sks ckkekkkskos oo ** *

. Jjaponicum GSTSDYLKDAYEVGDDGEVHFEVRFDAQGFAPEDINVT SSDNRVTVHAEKETTTGGKECS 1380
.mansoni GSVNDFLEDAYEVGEDGEVHFEVRFDAQGFAPQDINVTSSENRVIVHAKKETTTDGRECS 130
-haematobium GSVSDFLKDAYEIGEDGKVHFKVRFDAQGFAPQDINVTSSENRVTVHAKKETTTDGGKCS 180

* % Fedkkdkkdd-F-Fhdbrdbrrrrrrdrdrrddr-Fdrddrdrd-Fhkddrddbdrdrrdrdrdrdr * FhF

nnn

. Jjaponicum HEFCEMIQLPESIENNQLECRLTDDGVIMLEAPVEVGENKSLTMNESGQVGIQPESASQIT 240

nnn

.mansoni REFCEMVQLPESIDDSQLEKCEMTDDGVIMLEAPVEVDONQSLTLNESGQVAVRPESDNQI 240
. hasmatobium REFCRMVQLPQRIDDSTMTGRQ —————————————— TENQSLTLNESGQVGVRPESDNQI 226
skkkkk ek EE e kew = ckekkEk kKKK - oekEkE K

. Jjaponicum QAVPASQALTVRGCQGLTVLDDGAGGKKLHVEVQLDPVYRPEDLCVNIDSNRVVVSGRHY 300

o Oy

.mansoni FAVPASQALVAKGVHGLSYVDDGSGGERLHVEVPVDPVYEPEDLEFVNVDSNRVVVSGRHH 300
-hasmatobium EKAVPASQALVAKGVHGLSYVDDGSGGKRLHVEVPVDEVYEPEDLCVNVDSNRVVVSGRHE 286
skkkk kA Kk skks kKK akkh ek kKKK s kkhk ke kEkEF KAk Kk kKKK KKK A -

. Jjaponicum KQKTDARRKSSSFAEFSQSYSIPETVDPLTVSAQVVDNMLVVEAPMMEQHEIAH 354

o Oy

.mansoni KQKSDQHGRSSSFAEFSQSYATIPETVDPLSVSAQVVGNTLVLEAPLEKQHATITH 354
-haematobium KQKSGQYGKSSSFAEFSQSYATIPETVDPLSVSAQVVGNTLVLEAPLEKQHATITH 340
2N cE A KK KA KT I h s KK KA KKK = kAKX IA _* Kk =k kk = kK * ek

A sequéncia de aminoacidos da PPE recombinante de S. mansoni foi comparada com as sequéncias
ortdlogas de S. japonicum (CAX78232.1) e de S. haematobium (XP_012801453.1) utilizando o
programa CLUSTAL O (1.2.4) multiple sequence alignment. (*) residuos de aminoacidos idénticos; (:)
aminoacidos conservados; (.) aminoacidos semi-conservados; ( ) aminoacidos ndo conservados ¢ (-)
gaps. Fonte: a autora.

5.3 Inducio da expressao da proteina PPE de Schistosoma mansoni em sistema procarioto

O perfil de inducdo da expressdo da proteina PPE recombinante por bactérias E. coli da
cepa ArcticExpress (DE3) foi avaliado nos tempos Oh, 2h, 4h e 16h apods a adi¢cdo de IPTG,
sendo a cultura mantida a temperatura de 12°C. Por meio de SDS-PAGE foi possivel observar

a forte expressao de uma proteina que apresenta massa molecular de aproximadamente 40kDa,
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como esperada para PPE recombinante, ap6s 16h de indu¢do. Uma banda de mesma massa
molecular foi observada muito mais fracamente nos tempos de 2h e 4h, e ndo foi observada no

tempo Oh, antes da inducdo com IPTG (Figura 9).

Figura 9 - Analise de inducio da expressiao da proteina PPE recombinante por SDS-PAGE.
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A indugao da expressao da proteina PPE recombinante em bactérias E. coli da cepa ArcticExpress (DE3)
foi realizada a 12°C e avaliada antes (Oh) e 2h, 4h e 16h apds adigdo de IPTG, por SDS-PAGE 12%
corado com Coomassie Brilliant Blue R-250. Foi utilizado o Padrao de Peso Molecular (PM) Precision
Plus Protein™ Dual Color Standards (Bio-Rad). Fonte: a autora.

5.4 Avaliacdo da expressio da PPE recombinante nas fracdes de proteinas solaveis e
insoluveis do lisado bacteriano

Apos a andlise de indugdo da expressdo da proteina PPE recombinante foi iniciado o
protocolo de purificacdo da proteina. Para isso, o pellet da cultura bacteriana, obtido apds 16h
de inducdo com IPTG, foi lisado em condigdes nao desnaturantes, sendo obtidas as fragdes de
proteinas soluveis e insoluveis apds centrifugacdo do lisado bacteriano. Por meio de SDS-
PAGE foi observado que a proteina PPE recombinante estd presente em maior quantidade na
fracdo de proteinas soluveis, obtida do sobrenadante de bactérias lisadas, quando comparada

com a fracdo de proteinas insoluveis, obtida a partir do pellet de bactérias lisadas (Figura 10).
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Figura 10 - Analise das fracdes insoluvel e soluvel do lisado bacteriano por SDS-PAGE.
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Apos a lise bacteriana em condi¢des ndo desnaturantes, seguida de centrifugagao, as proteinas obtidas
no pellet e no sobrenadante (fragdes insoluvel e soluvel) foram analisados por SDS-PAGE 12% corado
com Coomassie Brilliant Blue R-250. Foi utilizado o Padrdao de Peso Molecular (PM) Precision Plus
Protein™ Dual Color Standards (Bio-Rad). Fonte: a autora.

5.5 Purificaciio da proteina PPE recombinante

Apos a lise das bactérias em condigdes ndo desnaturantes, a fracdo soltivel do lisado
bacteriano foi utilizada para purificagdo da proteina PPE recombinante, uma vez que foi
observada uma maior quantidade da proteina nessa fragdo. A purificagdo da proteina foi
realizada por cromatografia de afinidade utilizando colunas contendo ions niquel. Foram
realizados 3 ciclos de purificacdo utilizando a mesma coluna. Uma aliquota de cada etapa dos
ciclos de purificagdo foi retirada para a avaliagdo em SDS-PAGE. No primeiro ciclo de
purificacdo foi obtido o Flow-Through (FT1) apds a aplicacdo do extrato proteico soluvel na
coluna (ST). E possivel observar na figura 11 que uma quantidade significativa da proteina
PPE, expressa em fusdo com a cauda 6xHis, ficou retida na coluna devido a alta afinidade dos
residuos de histidina pelo niquel. Nas etapas de lavagem (Lavagens 1 a 3 - ciclo 1), utilizando
uma concentracao de imidazol 50mM, foi observada uma pequena quantidade da proteina PPE
sendo deslocada das colunas, juntamente com algumas proteinas da bactéria. Ja nas etapas de
elui¢do, onde a proteina foi eluida na presenca de imidazol 500mM (Eluatos 1 a 4 - ciclo 1),

observou-se que a proteina PPE recombinante foi obtida em quantidade e nivel de pureza
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satisfatorios. Nos demais ciclos de purificag¢do (ciclos 2 e 3) onde foram aplicados, utilizando
a mesma coluna, os FT1 e FT2, respectivamente, foi observado um perfil muito semelhante em
todas as etapas de obtencao da proteina.

Ap6s o processo de purificagdo, a proteina recombinante obtida foi submetida a dialise
em PBS para retirada do imidazol e, em seguida, foi realizada a dosagem de proteinas. O
rendimento da expressdo e purificagdo da proteina PPE recombinante foi de aproximadamente

Img/30mL de cultura.

Figura 11 - Avaliacio da purificacio da PPE recombinante por SDS-PAGE.
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A purificagdo da proteina recombinate foi realizada em colunas de cromatografia de afinidade ao niquel
do Ni-NTA Fast Start Kit (QIAGEN). Foram realizados 3 ciclos de purificagdo (ciclos 1 a 3). No
primeiro ciclo foi utilizado o extrato solivel (ST) obtido da lise bacteriana e nos demais, o flow through
(FT) do ciclo anterior. Aliquotas de cada etapa do processo de purificdo foram analisadas em SDS-
PAGE 12% corado com Coomassie Brilliant Blue R-250. Foi utilizado o Padrao de Peso Molecular
(PM) Precision Plus Protein™ Dual Color Standards (Bio-Rad). Fonte: a autora.
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5.6 Deteccio da proteina PPE recombinante por western blotting com anticorpo anti-
histidina

Ap0s a obtengdo da proteina PPE recombinante purificada foi realizado um experimento
de western blotting utilizando um anticorpo monoclonal anti-histidina para certificar que a
banda observada no SDS-PAGE, com massa molecular esperada para a PPE recombinante,
corresponde a esta proteina expressa em fusdo com uma cauda 6xHis na sua posi¢ao C-terminal.
Foi utilizado como controle do experimento uma proteina de S. mansoni denominada spot 29,
também expressa em fusdo com 6xHis, que apresenta uma massa molecular de
aproximadamente 20kDa. Como observado na figura 12, apenas uma banda de massa molecular
de aproximadamente 40kDa foi reconhecida pelo anticorpo anti-histidina, sugerindo que a
mesma corresponde a proteina PPE recombinante purificada. A banda correspondente a
proteina spot 29 também foi revelada com massa molecular esperada, com maior intensidade

por ter sido utilizada em maior quantidade.

Figura 12 - Western blotting com a proteina PPE recombinante purificada e com anticorpo anti-
histidina.
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Foi utilizada uma membrana de nitrocelulose (GE Healthcare) para transferéncia de 1pg da proteina
PPE purificada e 2,5ug do controle spot 29. Apds o bloqueio, a membrana foi incubada com um
anticorpo monoclonal IgG2a de camundongo Anti-His (GE Healthcare), diluido 1:3.000, e
posteriormente com o anticorpo secundario anti-IgG de camundongo conjugado a HRP (Southern
Biotech), diluido 1:5.000. A reacdo na membrana foi revelada por quimioluminescéncia utilizando o kit
Amersham ECL Prime Western Blotting Detection Reagent (GE Healthcare) e a imagem foi adquirida
no ImageQuant LAS 500 Imager (GE HealthCare). Foi utilizado o Padrao de Peso Molecular (PM)
Precision Plus Protein™ Dual Color Standards (Bio-Rad). Fonte: a autora.
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5.7 Avaliacao da imunorreatividade da PPE recombinante contra diferentes amostras de
soro humano por western blotting

Apos a confirmagdo do reconhecimento da proteina PPE recombinante pelo anticorpo
monoclonal anti-histidina, foi realizado um novo ensaio de western blotting utilizando pool de
soro de individuos infectados (INF) e ndo infectados de area endémica para esquistossomose
(NE), e de individuos doadores saudaveis (HD) de 4area ndo endémica, para avaliar a
imurreatividade da proteina recombinante. Para isso, tiras de membrana de nitrocelulose
contendo lpg e 2pug da proteina PPE recombinante foram incubadas separadamente com os
diferentes pools de soro. Como controle, uma tira de membrana contendo 2ug da PPE foi
incubada com anticorpo monoclonal de camundongo anti-histidina. Como observado na figura
13, uma proteina de massa molecular de aproximadamente 40kDa, correspondente a PPE
recombinante, foi fortemente reconhecida por anticorpos presentes no pool de soro de
individuos infectados pelo S. mansoni (INF), ndo havendo reconhecimento pelo pool de soro
de individuos nao infectados de area endémica (NE). A mesma banda reagiu muito fracamente
com 0 pool de soro de individuos saudaveis (HD). A banda que reagiu com o soro humano
corresponde a PPE recombinante, uma vez que uma banda de mesma massa molecular foi

reconhecida pelo anticorpo monoclonal anti-histidina.

Figura 13 - Western blotting com a PPE recombinante e amostras de soro humano.
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A proteina PPE recombinante purificada (1pug e 2pg) foi transferida para uma membrana de
nitrocelulose (GE HealthCare) e apos bloqueio, tiras desta membrana foram incubadas separadamente
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com pools de soro de individuos infectados (INF) e nao infectados (NE) de area endémica para
esquistossomose, ¢ de doadores saudaveis (HD), diluidos 1:500. Posteriormente, as tiras foram
incubadas com anticorpo anti-IlgG humana conjugado a HRP (SIGMA), diluido 1:10.000. Como
controle, 2ug da PPE foram incubados com anticorpo monoclonal de camundongo anti-His (C-Term)-
HRP (Novex), diluido 1:5.000. As tiras foram reveladas por quimioluminescéncia utilizando o kit
Amersham ECL Prime Western Blotting Detection Reagent (GE Healthcare) e a imagem foi adquirida
no ImageQuant LAS 500 Imager (GE HealthCare). Foi utilizado o Padrao de Peso Molecular (PM)
Precision Plus Protein™ Dual Color Standards (Bio-Rad). Fonte: a autora.

5.8 Avaliacao da estabilidade da PPE recombinante

Para avaliar a estabilidade da proteina PPE recombinante purificada, a mesma foi
mantida em PBS em diferentes condi¢des de temperatura, 4°C e temperatura ambiente (25°C),
por até 7 dias (Oh, 2h, 6h, 24h, 48h, 72h, 96h, 120h e 168h). Aliquotas contendo 2,5ug da
proteina foram separadas por SDS-PAGE 12%, corado com Azul de Coomassie Coloidal.
Como mostrado nas figuras 14A e 14B, tanto a 4°C quanto a temperatura ambiente, a proteina
PPE recombinante se manteve estdvel por todo periodo avaliado, sem apresentar sinais de

degradacdo de proteina, como aparecimento de arraste no gel.

Figura 14 - Avaliacdo da estabilidade da proteina PPE recombinante mantida em diferentes
condigoes.
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SDS-PAGE 12% corado com Azul de Coomassie Coloidal (G-250) contendo 2,5ug da PPE
recombinante mantida a 4°C (A) e a temperatura ambiente (B) por até 168 horas. Foi utilizado o Padrao
de Peso Molecular (PM) Precision Plus Protein™ Dual Color Standards (Bio-Rad). Fonte: a autora.

5.9 Avaliacao da reprodutibilidade de obtencio da proteina PPE recombinante

Com o objetivo de avaliar a reprodutibilidade de expressao e de purificagdo de diferentes
lotes da proteina PPE recombinante, 1,0ug, 2,5ug e 5,0pg da proteina obtida em trés diferentes
lotes de produgdo foram avaliados por SDS-PAGE 12%. Como mostrado na figura 15, a
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proteina foi obtida com o mesmo nivel de pureza nos trés lotes avaliados, sendo mantida sem

degradagdo em PBS, a -80°C, por 12 meses, desde que foi obtido o primeiro lote.

Figura 15 - Avaliacio da reprodutibilidade de obtencio da proteina PPE recombinante por SDS-
PAGE.
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SDS-PAGE 12% corado com Coomassie Brilliant Blue R-250 contendo 1,0ug, 2,5ug e 5,0 pg da PPE
recombinante obtida em trés diferentes lotes de produgdo. Foi utilizado o Padrdo de Peso Molecular
(PM) Precision Plus Protein™ Dual Color Standards (Bio-Rad). Fonte: a autora.

5.10 Avaliacio da reatividade de IgG e IgG4 contra a PPE recombinante em ensaios de
ELISA

A reatividade das imunoglobulinas IgG e IgG4 contra a proteina PPE recombinante foi
avaliada em ensaios de ELISA utilizando as amostras de soro INF, NE e HD. Nos ensaios de
padronizagdo foram utilizados pools de amostras de soro previamente classificadas como POS
Alto e POS Baixo, € um pool de amostras de soro de individuos doadores saudaveis (HD).

Para padronizar o ensaio de reatividade de IgG, inicialmente, diferentes concentragdes
de proteina foram avaliadas (0,25ug/mL, 0,5ng/mL, 1,0ng/mL, 2,0ug/mL, 4,0ug/mL,
8,0ug/mL, 10,0pg/mL e 15,0ng/mL). Como mostrado na figura 16, a partir da concentragdo de
proteina de 8,0pug/mL, houve uma maior diferenca entre os valores de absorbancia dos pools
das amostras de soro POS Alto e POS Baixo em relacao aos valores de absorbancia obtidos

para o pool de amostras HD.
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Figura 16 — Avaliacio da concentraciao da PPE recombinante no ensaio de ELISA para analise da
reatividade de IgG total.
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Diferentes concentragdes da PPE recombinante (0,25 a 15ug/mL) foram avaliadas utilizando os pools
de amostras de soro HD, POS Alto e POS Baixo diluidos 1:100 e o anticorpo anti-IgG humana
conjugado a HRP (SIGMA) na diluicdo 1:60.000. A reatividade dos diferentes pools de amostras de
soro foi representada pela absorbancia a 450nm (OD 450nm). Fonte: a autora.

A diluigdo das amostras de soro a ser utilizada no teste foi determinada a partir de uma
curva de titulagdo utilizando os pools de soro POS Alto, POS Baixo ¢ HD nas diluigdes 1:40,
1:80, 1:100, 1:160, 1:200, 1:320, 1:400, 1:500, 1:600 e 1:800. A figura 17 mostra que a partir
da dilui¢do 1:100, ndo existe uma separacgdo satisfatdria entre os pools de soro POS Alto e POS

Baixo em relag@o ao pool de amostras HD.
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Figura 17 — Curvas de titulacdo dos pools de soro no ensaio de ELISA para analise da reatividade
de IgG total contra PPE recombinante.
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Curvas de titulacdo dos pools das amostras de soro HD, POS Alto e POS Baixo nas dilui¢gdes de 1:40 a
1:800 utilizando a proteina PPE recombinante na concentracdo de 8,0pg/mL € o anticorpo anti-IgG
humana conjugado a HRP (SIGMA) na diluicdo 1:60.000. A reatividade dos diferentes pools de
amostras de soro foi representada pela absorbancia a 450nm (OD 450nm). Fonte: a autora.

Também foram testadas diferentes dilui¢des do anticorpo anti-IgG humana conjugado
a HRP, sendo avaliadas as dilui¢des 1:20.000, 1:40.000 e 1:60.000. Neste ensaio, os pools das
amostras de soro foram utilizados nas dilui¢des 1:40, 1:80 e 1:100. Como observado na figura
18, nas trés dilui¢des do anticorpo conjugado utilizadas, houve uma distingdo entre os valores
de absobancia obtidos para os pools de soro POS Alto e POS Baixo em relagdo ao pool das

amostras HD.
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Figura 18 — Curvas de titulacio do anticorpo anti-IgG total conjugado a HRP no ensaio de ELISA.
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Curvas de titulagdo do anticorpo anti-IgG humana conjugado a HRP (SIGMA) nas dilui¢cdes (A)
1:20.000, (B) 1:40.000 e (C) 1:60.000, utilizando a proteina PPE recombinante na concentragdo de
8,0ug/mL, e os pools de amostras de soro HD, POS Alto e POS Baixo nas dilui¢des 1:40, 1:80 e 1:100.
A reatividade dos diferentes pools de amostras de soro foi representada pela absorbancia a 450nm (OD
450nm). Fonte: a autora.

Em seguida foram realizados os ensaios de ELISA para avaliacdo da reatividade de IgG
com as amostras de soro disponiveis para este estudo (INF: n=18; NE: n=20; HD: n=19) nas
diluigoes 1:40, 1:80 e 1:100. De acordo com as condi¢des determinadas nos ensaios de
padronizagdo, a proteina PPE recombinante foi utilizada na concentragdo de 8,0ug/mL e o
anticorpo anti-IgG humana, na dilui¢ao 1:60.000.

Como demonstrado na figura 19A, utilizando as amostras de soro na diluigdo 1:40, os
valores de absorbancia obtidos para as amostras de soro INF foram significativamente mais
altos do que o observado para as amostras NE (P=0,0013) e HD (P<0,0001). O ponto de corte

desse ensaio, calculado de acordo com os indices de sensibilidade e especificidade obtidos a
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partir da constru¢ao de uma curva ROC considerando os grupos HD e NE como individuos nao
infectados, foi 0,679. A partir da curva ROC foi determinado o desempenho do teste que
apresentou sensibilidade de 83,33% (IC 95% 60,78-94,16%), especificidade de 64,1% (IC 95%
48,42-77,26) e area sob a curva (AUC) 0,83 (IC 95% 0,722-0,942) (Figura 20A e Tabela 2).

Utilizando as amostras de soro na diluicao 1:80 (Figura 19B), os valores de absorbancia
obtidos para as amostras de soro INF também foram significativamente mais altos do que o
observado para as amostras NE (P=0,0017) e HD (P<0,0001). O ponto de corte desse ensaio
foi 0,377, considerando os grupos HD e NE como individuos ndo infectados. O teste apresentou
sensibilidade de 84,21% (IC 95% 62,43-94,48%), especificidade de 71,79% (IC 95% 56,22-
83,46) e area sob a curva (AUC) 0,81 (IC 95% 0,682-0,939) (Figura 20B e Tabela 2).

Com as amostras de soro diluidas 1:100 (Figura 19C), os valores de absorbancia
obtidos para as amostras de soro INF também foram significativamente mais altos do que os
observado para as amostras NE (P=0,0006) e HD (P<0,0001). O ponto de corte desse ensaio
foi 0,318, considerando os grupos HD e NE como individuos ndo infectados. O teste apresentou
sensibilidade de 88,89% (IC 95% 67,20-98,03%), especificidade de 74,36% (IC 95% 58,92-
85,43) e area sob a curva (AUC) 0,86 (IC 95% 0,769-0,955) (Figura 20C e Tabela 2).

A tabela 1 descreve o resultado do teste de diagnostico sorologico com a proteina PPE
recombinante nos ensaios de ELISA para avaliar a reatividade de IgG das amostras de soro de
individuos infectados (INF) e ndo infectados (NE + HD), nas diluigdes 1:40, 1:80 ¢ 1:100.
Utilizando as amostras de soro na diluicdo 1:40, foram detectados 15 individuos
verdadeiramente positivos, 3 individuos falso-negativos, 25 verdadeiramente negativos e 14
falso-positivos. Com as amostras de soro na diluicdo 1:80, foram detectados 15 individuos
verdadeiramente positivos, 3 individuos falso-negativos, 28 verdadeiramente negativos e 11
falso-positivos. J& com as amostras de soro diluidas 1:100, foram detectados 16 individuos
verdadeiramente positivos, 2 individuos falso-negativos, 29 verdadeiramente negativos e 10
falso-positivos.

A tabela 2 resume o desempenho dos trés testes. Como observado, o desempenho do
teste com as amostras de soro diluidas 1:100 foi superior aos demais testes utilizando as

amostras de soro diluidas 1:40 e 1:80.
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Figura 19 - Analise da reatividade de IgG total contra a proteina PPE recombinante no ensaio

sorolégico por ELISA.
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A reatividade das amostras de soro dos grupos HD (n=19), NE (n=20) e INF (n=18) diluidas 1:40 (A),
1:80 (B) e 1:100 (C) foi representada pela absorbancia a 450nm (OD 450nm). O anticorpo anti-IgG
humana conjugado a HRP (SIGMA) foi utilizado na diluigdo 1:60.000. As analises estatisticas foram
realizadas no software GraphPad Prism 8.0 (San Diego, Ca, USA) utilizando o teste de Shapiro-Wilk,
seguido do teste de Brown-Forsythe. Posteriormente foi aplicado o teste de Mann-Whitney para analise
par a par dos dados ndo paramétricos, com nivel de confianca de 98%. A diferenca significativa entre
os grupos (P < 0,02) esta representada nos graficos pelos astericos. O valor dos pontos de corte esta

indicado pelas linhas pontilhadas e a mediana dos valores de absorbancia esta representada por um trago.
Fonte: a autora.

Figura 20 - Curvas ROC dos testes de reatividade de IgG total contra a proteina PPE
recombinante nos ensaios de ELISA.
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As curvas ROC foram construidas a partir da representacdo grafica da sensibilidade versus o
complemento da especificidade dos testes com as dilui¢des de soro 1:40 (A), 1:80 (B) e 1:100 (C). Para
o calculo da especificidade, os grupos HD e NE foram considerados ndo infectados. Os valores de
sensibilidade, especificidade e area sob a curva (AUC) estdo mostrados na figura. Fonte: a autora.
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Tabela 1 — Resultado do teste de diagnéstico sorologico utilizando a proteina PPE recombinante
em ensaios de ELISA para deteccio de IgG total especifica

Esquistossomose
IgG ~
(1:40) INFECTADO NAO INFECTADO* Total
POSITIVO 15 (VP) 14 (FP) 29
NEGATIVO 3 (FN) 25 (VN) 28
Total 18 39 57
IgG ~
(1:80) INFECTADO NAO INFECTADO* Total
POSITIVO 15 (VP) 11 (FP) 26
NEGATIVO 3 (FN) 28 (VN) 31
Total 18 39 57
IgG ~
INFECTADO NAO INFECTADO* Total
(1:100)
POSITIVO 16 (VP) 10 (FP) 26
NEGATIVO 2 (FN) 29 (VN) 31
Total 18 39 57

VP: Verdadeiro positivo; VN: Verdadeiro negativo; FP: Falso positivo; FN: falso negativo.

* Nao infectado = HD + NE. Fonte: a autora.

Tabela 2 — Desempenho dos testes de diagnodstico sorolégico por ELISA utilizando a proteina PPE
recombinante e imunoglobulina IgG

Sensibilidade  Especificidade Kappa (k)
Test PP VPN
este (IC 95%) acoswny VPV Acurdcia  (IC 95%)
IgG 83,33% 64,1% . . . 0,41
(1:40)  (60.789416)  (48427726) 270 8% T0% (0,19-0,63)
1gG 84.21% 71,79% . . . 0,49
(1:80)  (6243-9448)  (5622-8346) 070 0% T5% (0,27-0,71)
1gG 88,89% 74.36% 0,56
) > 20 40 0 ’
(1:100)  (67209803) (58928543 020 4% T9% (0,36-0,77)

IC: Intervalo de confianga; VPP: Valor preditivo positivo; VPN: Valor preditivo negativo. Fonte: a

autora.
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Para padronizar o ensaio de reatividade de 1gG4, diferentes concentragdes da proteina
PPE recombinante foram avaliadas: 1,0ng/mL, 2,0pug/mL, 4,0pg/mL e 8,0ng/mL, juntamente
com diferentes dilui¢des do anticorpo anti-IgG4 humana conjugado a biotina (1:20.000,
1:40.000, 1:80.000). Como observado na figura 21A, na concentracdo da proteina PPE
recombinante de 2,0ng/mL, utilizando o anticorpo anti-IgG4 humana conjugado na diluig¢do
1:20.000, foi observada uma diferenca no valor de absorbancia que distingue os pools das
amostras de soro POS Alto e POS baixo, em relacdo ao valor de absorbancia obtido para HD.
Na dilui¢do do anticorpo conjugado 1:40.000 (Figura 21B), s6 ¢ possivel observar uma
diferenca entre os pools POS baixo e HD na concentracdo de 8,0ug/mL da proteina PPE
recombinante. J& na diluicao 1:80.000 (Figura 21C), ndo ¢ possivel distinguir o pool POS baixo
e HD em nenhuma concentracdo da proteina avaliada. As dilui¢des das amostras de soro a serem
utilizadas foram determinadas a partir de uma curva de titulacdo utilizando os pools das
amostras de soro POS Alto, POS Baixo e HD nas dilui¢des 1:40, 1:80, 1:100 e 1:200 (Figura
22).

Figura 21 — Avaliacao da concentracio da proteina PPE recombinante e da diluicdo do anticorpo
anti-IgG4 humana nos ensaios de ELISA.
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Diferentes concentragoes da PPE recombinante (1,0 a 8,0png/mL) foram avaliadas utilizando os pools de
amostras de soro HD, POS Alto e POS Baixo diluidos 1:100 e o anticorpo anti-IgG4 humana conjugado
a biotina (SIGMA) nas diluigdes (A) 1:20.000, (B) 1:40.000 e (C) 1:80.000. A estreptavidina-HRP (BD
Pharmigen) foi utilizada na diluigdo 1:4.000. A reatividade dos diferentes pools de amostras de soro foi
representada pela absorbancia a 450nm (OD 450nm). Fonte: a autora.

Figura 22 — Curvas de titulacdo dos pools de soro no ensaio de ELISA para analise da reatividade
de IgG4 contra a proteina PPE recombinante.
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Curvas de titulacdo dos pools das amostras de soro HD, POS Alto e POS Baixo nas dilui¢gdes de 1:40 a
1:200 utilizando a proteina PPE recombinante na concentracdo de 2,0p.g/mL € o anticorpo anti-IgG4
humana conjugado a biotina (SIGMA) na dilui¢do 1:20.000. A estreptavidina-HRP (BD Pharmigen) foi
utilizada na diluig@o 1:4.000. A reatividade dos diferentes pools de amostras de soro foi representada
pela absorbancia a 450nm (OD 450nm). Fonte: a autora.

Em seguida foram realizados os ensaios de ELISA para avaliagdo da reatividade de IgG4
com as amostras de soro disponiveis (INF: n=17; NE: n=20; HD: n=19) nas dilui¢des 1:80 e
1:100. De acordo com as condigdes determinadas nos ensaios de padronizagao, a proteina PPE
recombinante foi utilizada na concentracdo de 2,0ug/mL, o anticorpo anti-IlgG4 humana
conjugado a biotina na dilui¢do 1:20.000 e a estreptavidina-HRP na dilui¢do 1:4.000.

Como mostrado na figura 23A, utilizando as amostras de soro na diluicdo 1:80, os
valores de absorbancia obtidos para as amostras de soro INF foram significativamente mais
altos apenas em relacdo aos valores observados para as amostras HD (P=0,0004). O ponto de
corte foi calculado de acordo com os indices de sensibilidade e especificidade obtidos a partir
da constru¢do de uma curva ROC, considerando os grupos HD e NE como individuos nao

infectados. O ponto de corte deste ensaio foi 0,084. A partir da curva ROC foi determinado o
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desempenho do teste que apresentou sensibilidade de 76,47% (IC 95% 52,74-90,44%),
especificidade de 79,49% (IC 95% 64,47-89,22) e area sob a curva (AUC) 0,75 (IC 95% 0,592-
0,919) (Figura 24A e Tabela 4).

Utilizando as amostras de soro na dilui¢do 1:100 (Figura 23B), os valores de absorbancia
obtidos para as amostras de soro INF apresentaram uma diferenga significativa apenas em
relacdo aos valores observados para as amostras do grupo HD (P=0,0207). O ponto de corte
deste ensaio foi 0,081, considerando os grupos HD e NE como individuos ndo infectados. Este
teste apresentou sensibilidade de 70,59% (IC 95% 46,87-86,72%), especificidade de 82,05%
(IC 95% 67,33-91,02) e area sob a curva (AUC) 0,70 (IC 95% 0,531-0,877) (Figura 24B e
Tabela 4).

A tabela 3 mostra o resultado do teste de diagndstico soroldgico com a proteina PPE
recombinante nos ensaios de ELISA para avaliar a reatividade de IgG4 das amostras de soro de
individuos infectados (INF) e ndo infectados (NE + HD), nas dilui¢des 1:80 e 1:100. Utilizando
as amostras de soro na diluigdo 1:80, foram detectados 13 individuos verdadeiramente
positivos, 4 individuos falso-negativos, 31 verdadeiramente negativos e 8 falso-positivos. Com
as amostras de soro na diluicdo 1:100, foram detectados 12 individuos verdadeiramente
positivos, 5 individuos falso-negativos, 32 verdadeiramente negativos e 7 falso-positivos.

A tabela 4 resume o desempenho dos dois testes. Como observado, o desempenho do
teste com as amostras de soro diluidas 1:80 e 1:100 foram semelhantes. Entretanto, o teste com

as amostras diluidas 1:80 apresentou maior sensibilidade.
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Figura 23 - Analise da reatividade de IgG4 contra a proteina PPE recombinante no ensaio
sorolégico por ELISA.
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A reatividade das amostras de soro dos grupos HD (n=19), NE (n=20) e INF (n=17) diluidas 1:80 (A) e
1:100 (B) foi representada pela absorbancia a 450nm (OD 450nm). O anticorpo monoclonal de
camundongo anti-IlgG4 humana conjugado a biotina (SIGMA) foi utilizado na diluigcdo 1:20.000 e a
estreptavidina-HRP (BD Pharmigen) na diluicao 1:4.000. As analises estatisticas foram realizadas no
software GraphPad Prism 8.0 (San Diego, Ca, USA) utilizando o teste de Shapiro-Wilk, seguido do
teste de Brown-Forsythe. Posteriormente foi aplicado o teste de Mann-Whitney para analise par a par
dos dados nao paramétricos, com nivel de confianca de 98%. A diferenca significativa entre os grupos
(P <0,02) esta representada nos graficos pelos astericos. O valor dos pontos de corte esta indicado pelas
linhas pontilhadas e a mediana dos valores de absorbancia esta representada por um trago. Fonte: a
autora.
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Figura 24 - Curvas ROC dos testes de reatividade de IgG4 contra a proteina PPE recombinante
nos ensaios de ELISA.
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As curvas ROC foram construidas a partir da representacdo grafica da sensibilidade versus o
complemento da especificidade dos testes com as diluigdes de soro 1:80 (A) e 1:100 (B). Para o calculo
da especificidade, os grupos HD e NE foram considerados nao infectados. Os valores de sensibilidade,
especificidade e area sob a curva (AUC) estdo mostrados na figura. Fonte: a autora.

Tabela 3 — Resultado do teste de diagnéstico sorologico utilizando a proteina PPE recombinante
em ensaios de ELISA para deteccio da imunoglobulina IgG4

Esquistossomose

(Iigf;;:) INFECTADO NAO INFECTADO#* Total
POSITIVO 13 (VP) 8 (FP) 21
NEGATIVO 4 (FN) 31 (VN) 35
Total 17 39 56

TG4 INFECTADO NAO INFECTADO#* Total

(1:100)

POSITIVO 12 (VP) 7 (FP) 19
NEGATIVO 5 (FN) 32 (VN) 37
Total 17 39 56

VP: Verdadeiro positivo; VN: Verdadeiro negativo; FP: Falso positivo; FN: falso negativo.
* Néo infectado = HD + NE. Fonte: a autora.
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Tabela 4 — Desempenho dos testes de diagnodstico sorolégico por ELISA utilizando a proteina PPE
recombinante e imunoglobulina 1gG4

Sensibilidade  Especificidade Kappa (k)
Test VPP VPN
este (IC 95%) (IC 95%) Acurdcia  (IC 95%)
18G4 76,47% 79,49% . . . 0,53
(1:80)  (5274.9044)  (6447-8920) 020 8% - T9% (0,29-0,75)
18G4 70,59% 82,05% . . . 051
(1:100)  (4687-8672) (67339102 0370 86% - T8% (0,27-0,75)

IC: Intervalo de confianga; VPP: Valor preditivo positivo; VPN: Valor preditivo negativo. Fonte: a
autora.

5.11 Confirmacio da estratégia de acoplamento da PPE recombinante a microesferas
funcionais

Para confirmar o acoplamento da proteina PPE as microesferas recombinantes foi
utilizado um anticorpo monoclonal anti-histidina, uma vez que a proteina possui uma cauda de
6xHIS na sua porcao C-terminal, e um anticorpo secundario conjugado a biotina, revelado por
estreptavidina-PE. A analise da reatividade dos anticorpos foi feita primeiramente pela selecao
da populacdo da respectiva microesfera em grafico bidimensional de densidade de tamanho
versus granulosidade (FSC X SSC) (Figura 25A). Para avaliar a intensidade média de
fluorescéncia (MFI) da populacdo de microesferas selecionadas, histogramas de fluorescéncia
FL2 foram construidos em fun¢do do nimero de microesferas (Figuras 25B e 25C). Os
histogramas em vermelho representam os valores de MFI das microesferas acopladas com PPE
e os histogramas em azul, das microesferas acopladas com PPE e incubadas apenas com o
anticorpo anti-IgG biotinilado nas dilui¢des 1:1.000 (B) e 1:5000 (C). Os valores de MFI
referentes as microesferas acopladas com PPE e incubadas com o anticorpo anti-histidina nas
diluig¢des 1:500 e 1:1000, e com o anticorpo anti-IgG biotinilado nas dilui¢des 1:1.000 (B) e
1:5000 (C) estao representados nos histogramas em laranja e verde, respectivamente. As figuras
25D e 25E mostram a intensidade média de fluorescéncia (MFI) obtida nas diferentes condigdes
avaliadas em forma de graficos de barra e demonstram a eficiéncia da etapa de acoplamento da
proteina as microesferas funcionais. A eficiéncia do acoplamento as microsferas foi avaliada
com diferentes lotes de purificacdo da PPE recombinante, sendo obtidos resultados semelhantes

ao mostrado.
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Figura 25 — Confirmacio do acoplamento da proteina PPE recombinante as microesferas

funcionais.
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(A) Selecdo da populacdo de microesferas E7 utilizando os parametros de tamanho (FSC) e
granulosidade (SSC). Sobreposigdo dos histogramas de FL2 obtidos nas seguintes condigoes: (B e C)
histogramas de fluorescéncia em FL2 das microesferas acopladas com PPE (vermelho); das
microesferas acopladas a PPE e incubadas com anticorpo anti-IgG biotinilado (azul) nas dilui¢des
1:1.000 (B) e 1:5000 (C) ¢ estreptavidina-PE 1:400 (BD Pharmigen™); das microesferas acopladas com
PPE incubadas com o anticorpo anti-histidina nas dilui¢des 1:500 (laranja) e 1:1.000 (verde) e com o
anticorpo anti-IgG biotinilado nas diluigdes 1:1.000 (B) e 1:5.000 (C), e estreptavidina-PE 1:400 (BD
Pharmigen™). Representagdo da intensidade média de fluorescéncia (MFI) obtida utilizando anti-IgG
biotinilado nas diluigdes 1:1.000 (D) e 1:5.000 (E). A aquisi¢ao dos dados foi realizada no citdometro de
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fluxo FACScalibur (BD Bioscences™) e as andlises realizadas com os softwares FlowJo 10.0.8 (Tree
Star, Ashland) e GraphPad Prism 8.0 (San Diego, Ca, USA). Fonte: a autora.

5.12 Ensaios de citometria de fluxo com soro humano

Apds a confirmagdo da eficiéncia da etapa de acoplamento da proteina PPE
recombinante as microesferas funcionais, foram realizados os ensaios com amostras de soro de
individuos infectados (INF) e ndo infectados de area endémica para esquistossomose (NE), e
de individuos doadores saudaveis (HD) de area ndo endémica, para avaliar a reatividade de cada
amostra a proteina recombinante por meio de ensaios de citometria de fluxo. Nestes ensaios foi
avaliada a reatividade das imunoglobulinas IgG (Figura 26) e da subclasse 1gG4 (Figura 27), e
da imunoglobulina IgA (Figura 28), contra o antigeno PPE acoplado as microesferas funcionais.
A titulo de padronizag¢do dos ensaios, para cada imunoglobulina avaliada foram utilizados os
pools de amostras de soro previamente classificadas como POS Alto e POS Baixo, além do
pool de amostras de soro de individuos doadores saudaveis (HD).

Para os ensaios de reatividade de IgGs, foi realizada uma curva de titulagdo utilizando
os pools de soro POS Alto, POS Baixo e HD nas dilui¢des 1:100, 1:500, 1:1.000 e 1:2.500 ¢ o
anticorpo anti-IgG conjugado a biotina diluido 1:1.000 (Figura 26A) e 1:2.000 (resultado ndo
mostrado). Da mesma forma, algumas amostras de soro que compunham os pools POS Alto
(VDG 32, 155 ¢ 282), POS Baixo (VDG 63, 91, 173, 275, 321) e HD (01, 05, 06, 07) foram
utilizadas individualmente em um ensaio de titulagdo com diluicdo seriada do soro (1:50 —
1:3.200) e com o anticorpo anti-IgG conjugado a biotina diluido 1:1.000 (Figura 26B).

Uma vez estabelecidas as melhores condi¢des do ensaio de reatividade de IgGs, as quais
foram: dilui¢do do soro 1:200 e do anticorpo anti-IgG 1:1.000, foi realizado um ensaio com
todas as amostras de soro disponiveis para este estudo, sendo elas pertencentes a individuos
infectados pelo S. mansoni (INF; n=11) e nl3o infectados de area endémica para
esquistossomose (NE; n=10), e de individuos doadores saudaveis (HD; n=10) de area nao
endémica. Como mostrado na figura 26C, os valores de intensidade média de fluorescéncia
obtidos para as amostras de soro INF foram significativamente mais altos do que os observados
para as amostras NE (P=0,0079) e HD (P=0,0127). O ponto de corte foi calculado de acordo
com os indices de sensibilidade e especificidade obtidos a partir da constru¢cdo de uma curva
ROC, considerando os grupos HD e NE como individuos nao infectados. O ponto de corte deste
teste foi 12.197 de MFI. A partir da curva ROC foi determinado o desempenho do teste que
apresentou sensibilidade de 81,82% (IC 95% 52,30-96,77%), especificidade de 65% (IC 95%
43,29-81,88) e area sob a curva (AUC) 0,83 (IC 95% 0,673-0,982) (Figura 29A e Tabela 6).
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Figura 26 - Padronizacio e analise da reatividade de IgG total contra a proteina PPE
recombinante no ensaio sorologico por citometria de fluxo.
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Os valores do eixo y dos graficos representam a intensidade média de fluorescéncia obtida nos ensaios
(MFI). (A) Curvas de titulagao da reatividade dos pools de amostras de soro HD, POS Alto e POS Baixo
utilizando as diluigdes 1:100, 1:500, 1:1.000 e 1:2.500. (B) Curvas de titulagdo de amostras de soro
individuais representativas dos pools HD, POS Alto e POS Baixo utilizando dilui¢do seriada (1:50-
1:3.200). (C) Reatividade das amostras de soro individuais dos grupos HD (n=10), NE (n=10) e INF
(n=11) diluidas 1:200. O valor do ponto de corte esta indicado pela linha pontilhada e a mediana dos
valores de absorbancia esta representada por um traco. Em todos os ensaios o anticorpo anti-IgG
conjugado a biotina (Invitrogen) foi utilizado na diluigdo 1:1000 e a estreptavidina-PE (BD
Pharmigen™) na dilui¢do 1:400. As analises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism
8.0 (San Diego, Ca, USA) utilizando o teste de Shapiro-Wilk, seguido do teste de Brown-Forsythe.
Posteriormente foi aplicado o Mann-Whitney para analise par a par dos dados ndo paramétricos, com
nivel de confianca de 98%. A diferenca significativa entre os grupos (P < 0,02) esta representada em C
pelos astericos. Fonte: a autora.

Para os ensaios de reatividade da subclasse de imuglobulinas IgG4, foi realizada uma
curva de titulagdo com diluigdo seriada (1:100 — 1:1.600) dos pools de soro POS Alto, POS
Baixo e HD e o anticorpo anti-IgG4 conjugado a biotina diluido 1:500 (Figura 27A), 1:1.000 e
1:2.000 (resultados ndo mostrados). Algumas amostras de soro que compunham os pools POS

Alto (VDG 32, 155 e 282), POS Baixo (VDG 63, 91, 173, 275, 321) ¢ HD (01, 05, 06, 07)
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foram utilizadas individualmente em um ensaio de titulagdo com diluicdo seriada do soro (1:50
—1:3.200) e com o anticorpo anti-IgG4 conjugado a biotina diluido 1:1000 (Figura 27B).

Uma vez estabelecidas as melhores condi¢des do ensaio de reatividade de IgG4, as quais
foram: diluicdo do soro 1:100 e do anticorpo anti-IgG4 1:500, foi realizado um ensaio com
todas as amostras de soro humano (INF; n=11, NE; n=10 e HD; n=10). Como mostrado na
figura 27C, os valores de intensidade média de fluorescéncia obtidos para as amostras de soro
INF foram significativamente mais altos do que os observados para as amostras NE (£=0,0006)
e HD (P=0,0219). O ponto de corte calculado para este teste foi 599 de MFI, considerando os
grupos HD e NE como individuos nao infectados. O teste apresentou sensibilidade de 90,91%
(IC 95% 62,26-99,53%)), especificidade de 80% (IC 95% 58,40-91,93%) e area sob a curva
(AUC) 0,90 (IC 95% 0,775-1,000) (Figura 29B e Tabela 6).

Figura 27- Padronizacio e analise da reatividade de IgG4 contra a proteina PPE recombinante
no ensaio sorolégico por citometria de fluxo.
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Os valores do eixo y dos graficos representam a intensidade média de fluorescéncia obtida nos ensaios
(MFI). (A) Curvas de titulagdo da reatividade dos pools de amostras de soro HD, POS Alto e POS Baixo
utilizando diluicdo seriada (1:100-1:1.600). (B) Curvas de titulacdo de amostras de soro individuais
representativas dos pools HD, POS Alto e POS Baixo utilizando dilui¢ao seriada (1:50-1:3.200). (C)
Reatividade das amostras de soro individuais dos grupos HD (n=10), NE (n=10) e INF (n=11) diluidas
1:100. O valor do ponto de corte esta indicado pela linha pontilhada e a mediana dos valores de
absorbancia esta representada por um trago. Em A e C, o anti-IgG4 conjugado a biotina (SIGMA) foi
utilizado na diluigdo 1:500, ¢ em B, na diluigdo 1:1000. A estreptavidina-PE (BD Pharmigen™) foi
utilizada na diluigao 1:400. As analises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism 8.0
(San Diego, Ca, USA) utilizando o teste de Shapiro-Wilk, seguido do teste de Brown-Forsythe.
Posteriormente foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis, seguido do pos-teste de comparagoes multiplas
de Dunn, com nivel de confianca de 95%. A diferenca significativa entre os grupos (P < 0,05) esta
representada em C pelos astericos. Fonte: a autora.

Para os ensaios de reatividade da imuglobulina IgA, também foi realizada uma curva de
titulagdo com diluicao seriada (1:50 — 1:3.200) dos pools de soro POS Alto, POS Baixo e HD
e o anticorpo anti-IgA conjugado ao fluorocromo FITC diluido 1:250 (Figura 28A), 1:500,
1:1.000 e 1:2.000 (resultados ndo mostrados). Algumas amostras de soro que compunham os
pools POS Baixo (VDG 91, 173, 275) e HD (01 e 07) foram utilizadas individualmente em um
ensaio de titulagdo com dilui¢do seriada do soro (1:50 — 1:3.200) e com o anticorpo anti-IgA
conjugado FITC diluido 1:250 (Figura 28B).

Uma vez estabelecidas as melhores condi¢des do ensaio de reatividade de IgA, as quais
foram: diluig¢do do soro 1:100 e do anticorpo anti-IgA 1:250, foi realizado um ensaio com todas
as amostras de soro humano (INF; n=11, NE; n=10 ¢ HD; n=10). Como mostrado na figura
28C, o valor de intensidade média de fluorescéncia obtido para as amostras de soro INF
apresentou uma diferenca significativa apenas em relacdo as amostras do grupo HD (P=0,02).
O ponto de corte calculado para este ensaio a partir da construgdo da curva ROC, considerando
os grupos HD e NE como individuos ndo infectados, foi 399,5 de MFIL. Com relagdo ao
desempenho, o teste apresentou sensibilidade de 81,82% (IC 95% 52,30-96,77%),
especificidade de 70% (IC 95% 48,10-85,45%) e area sob a curva (AUC) 0,71 (IC 95% 0,520-
0,898) (Figura 29C e Tabela 6).
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Figura 28 — Padronizacio e analise da reatividade de IgA contra a proteina PPE recombinante no
ensaio sorologico por citometria de fluxo.
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Os valores do eixo y dos graficos representam a intensidade média de fluorescéncia obtida nos ensaios
(MFI). (A) Curvas de titulagdo da reatividade dos pools de amostras de soro HD, POS Alto e POS Baixo
utilizando dilui¢do seriada (1:50-1:3.200). (B) Curvas de titulagdo de amostras de soro individuais
representativas dos pools HD, POS Alto e POS Baixo utilizando diluig¢do seriada (1:50-1:3.200). (C)
Reatividade das amostras de soro individuais dos grupos HD (n=10), NE (n=10) e INF (n=11) diluidas
1:100. O valor do ponto de corte esta indicado pela linha pontilhada e a mediana dos valores de
absorbancia esta representada por um traco. Em todos os ensaios o anticorpo anti-IgA conjugado ao
fluorocromo FITC (SIGMA) foi utilizado na dilui¢do 1:250. As analises estatisticas foram realizadas no
software GraphPad Prism 8.0 (San Diego, Ca, USA) utilizando o teste de Shapiro-Wilk, seguido do
teste de Brown-Forsythe. Posteriormente foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis, seguido do pds-teste de
comparagdes multiplas de Dunn, com nivel de confianca de 95%. A diferenga significativa entre os
grupos HD e INF (P < 0,05) esta representada em C pelo asterico. Fonte: a autora.
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Figura 29 - Curvas ROC dos testes de reatividade de IgG, IgG4 e IgA contra a proteina PPE
recombinante nos ensaios de citometria de fluxo.
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As curvas ROC foram construidas a partir da representacdo grafica da sensibilidade versus o
complemento da especificidade dos testes com IgG (A), IgG4 (B) e IgA (C). Para o calculo da
especificidade, os grupos HD e NE foram considerados ndo infectados. Os valores de sensibilidade,
especificidade e area sob a curva (AUC) estdo mostrados na figura. Fonte: a autora.

A tabela 5 mostra o resultado do teste de diagndstico soroldgico com a proteina PPE
recombinante nos ensaios de citometria de fluxo utilizando as amostras de soro de individuos
infectados (INF) e ndo infectados (NE + HD) e as diferentes imunoglobulinas IgG, 1gG4 e IgA.
Ao avaliar a reatividade de IgG, foram detectados 9 individuos verdadeiramente positivos, 2
individuos falso-negativos, 13 verdadeiramente negativos e 7 falso-positivos. Para a reatividade
de IgG4, foram detectados 10 individuos verdadeiramente positivos, 1 individuo falso-negativo,
16 verdadeiramente negativos e 4 falso-positivos. J& para IgA, foram detectados 9 individuos
verdadeiramente positivos, 2 individuos falso-negativos, 14 verdadeiramente negativos e 6

falso-positivos.
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A tabela 6 resume o desempenho de cada teste. Como observado, em todos os

parametros avaliados, o desempenho do teste que avalia a reatividade de 1gG4 foi superior aos

testes com IgG e IgA.

Tabela 5 — Resultado do teste de diagnéstico sorologico utilizando a proteina PPE recombinante
em ensaios de citometria de fluxo para detecciio das diferentes imunoglobulinas IgG, I1gG4 e IgA

Esquistossomose
IgG INFECTADO NAO INFECTADO* Total
POSITIVO 9 (VP) 7 (FP) 16
NEGATIVO 2 (FN) 13 (VN) 15
Total 11 20 31
IgG4 INFECTADO NAO INFECTADO* Total
POSITIVO 10 (VP) 4 (FP) 14
NEGATIVO 1 (FN) 16 (VN) 17
Total 11 20 31
IgA INFECTADO NAO INFECTADO* Total
POSITIVO 9 (VP) 6 (FP) 15
NEGATIVO 2 (FN) 14 (VN) 16
Total 11 20 31

VP: Verdadeiro positivo; VN: Verdadeiro negativo; FP: Falso positivo; FN: falso negativo.
* Néo infectado = HD + NE. Fonte: a autora.

Tabela 6 — Desempenho dos testes de diagndstico sorolégico por citometria de fluxo utilizando a
proteina PPE recombinante e imunoglobulinas IgG, IgG4 e IgA

Sensibilidade  Especificidade Kappa (k)
Test PP VPN

este (IC 95%) acoswy V08 VPN scurdcia 1 959%)
81,82% 65% W oo . 0,42

IeG (5239677 (3208188 00 86% T 100
90,91% 80% W o . 0,67

18G4 (22690953 (s840-9103) 1 O 8% 10,03
81,82% 70% 0 omo . 0,48

TeA (52,3-96,77) s l-gs45) 000 BT TR 18078)

IC: Intervalo de confianga; VPP: Valor preditivo positivo; VPN: Valor preditivo negativo. Fonte: a

autora.
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6 DISCUSSAO

A esquistossomose ainda se destaca como um grave problema de saude publica no
mundo, apesar da reducdo das taxas de morbimortalidade e prevaléncia devido as agdes dos
programas de controle, incluindo saneamento basico e tratamento em massa da populagdo em
risco de infeccdo. Em 2012, na Assembleia Mundial da Saiude, a OMS estabeleceu metas
ambiciosas de controle da morbidade da esquistossomose até 2020 e a sua eliminagdo como
problema de satide publica até 2025, em todos os paises onde a doenga ¢ endémica (resolugdo
WHA 65-21), sendo o Brasil um dos paises signatarios desta resolugdo (MINISTERIO DA
SAUDE DO BRASIL, 2014). Um estudo realizado por Deol e colaboradores (2019) sugere a
necessidade de reavaliagdo mais frequente do progresso e das estratégias de controle baseadas
na quimioterapia com Praziquantel para que esta meta seja atingida. Além disso, com a
iminéncia do prazo, torna-se fundamental desenvolver novas drogas anti-Schistosoma e
ferramentas de diagnostico mais eficazes capazes de ajudar ndo s6 para o cumprimento da meta,
como também para certificar que a mesma foi alcangada.

Com a finalidade de propor alternativas mais eficazes para o diagnostico da
esquistossomose, o presente trabalho avaliou duas técnicas sorologicas baseadas em um
antigeno recombinante de S. mansoni. Atualmente, uma importante limitagdo para o controle
da doenga ¢ a baixa sensibilidade do teste de diagnodstico que tem sido utilizado por décadas
para detec¢do de ovos nas fezes do hospedeiro, conhecido como Kato-Katz. Esta técnica ¢é
utilizada principalmente para a realizagdo de inquéritos coproscopicos e levantamentos
epidemioldgicos para avaliagdao da prevaléncia da esquistossomose (KATZ, 2018). Entretanto,
jé foi demonstrado, em diferentes estudos, que o Kato-Katz apresenta falhas na detecgdo de
ovos nos casos de infecgdes com baixa carga parasitaria, com baixos indices de sensibilidade
neste cenario (ENK et al., 2008; SIQUEIRA et al., 2015). Alguns fatores, como a eliminacao
intermitente de ovos nas fezes ou até mesmo a auséncia de eliminagdo dos ovos nas fezes,
podem contribuir para a falha de deteccdo da infeccdo, compromentendo, assim, a eficiéncia
das medidas de controle da doenga (UTIZINGUER et al., 2001; ENGELS et al., 1996; YU,
1998). Principalmente em areas de baixa endemicidade, a utilizagdo do Kato-Katz faz com que
a real prevaléncia da doenca permanega subestimada e que os individuos ndo diagnosticados
corretamente continuem contribuindo para a manuten¢ao do ciclo do parasito.

Além da técnica de Kato-Katz, existe uma variedade de testes de diagnostico para a

deteccao da esquistossomose. Contudo, ainda héa a necessidade de desenvolver testes capazes
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de detectar, no cenario epidemioldgico atual da doenca, infecgdes com baixa carga parasitaria,
que permitam diferenciar infecgdes ativas de infecgdes prévias e que sejam livres de reacao
cruzada com antigenos de outros parasitos.

Os métodos de imunodiagndstico baseados na deteccdo de anticorpos, como ELISA e
citometria de fluxo com microesferas funcionais, apresentam uma série de vantagens em
relacdo as demais metodologias de diagndstico disponiveis, tais como: a possibilidade de serem
facilmente automatizados, permitindo a andlise de um grande nimero de amostras
simultaneamente, a possibilidade de detectar diferentes classes de imunoglobulinas e por
poderem apresentar maior sensibilidade e uma correlacdo direta com a intensidade de infecgao
(DOENHOFF et al., 1993). Alguns métodos imunolégicos tém sido propostos para o
diagnéstico da esquistossomose, sendo o método de ELISA o mais utilizado atualmente por
apresentar um bom custo-beneficio e por auxiliar nos inquéritos para confirmagdo de casos
(HINZ et al., 2017). Tem sido demonstrado que os testes baseados em ensaios de ELISA
aumentam a acurdcia do diagndstico da esquistossomose, especialmente em areas de baixa
endemicidade (NOYA et al., 1992; KINKEL et al., 2012; SMITH et al., 2012; ESPIRITO-
SANTO et al., 2014).

As técnicas de diagnostico soroldgico da esquistossomose atualmente existentes variam
em relagdo aos niveis de sensibilidade e especificidade devido & composi¢cdo dos antigenos
utilizados. Estes antigenos podem ser antigenos brutos de diferentes fases do ciclo de vida do
parasito, como antigenos soluveis de ovos (SEA) e de cercarias (SMITH et al., 2012), e
antigenos de vermes adultos (ESPIRITO-SANTO et al., 2014). Diversos estudos ja
demonstraram resultados promissores obtidos com SEA em ensaios de ELISA, obtendo niveis
variados de sensibilidade e especificidade (BECK et al., 2004; TURNER et al., 2004; SARHAN
et al., 2014). Os antigenos do ovo do parasito sao utilizados em um kit comercial de diagndstico
para esquistossomose para detec¢do de IgG da empresa alema EUROIMMUN. De acordo com
o manual do fabricante, quando sdo utilizadas amostras de soro de individuos nao infectados da
Europa e de infectados Africa do Sul, previamente caracterizadas por dois kits de ELISA
comerciais, este kit apresenta valores de sensibilidade que variam de 72,7% a 93,2% e de
especificidade de 79,4 a 97,8%.

Entretanto, uma vez que o uso de antigenos brutos aumenta a possibilidade de
reatividade cruzada com antigenos de outros helmintos, antigenos purificados ou antigenos
recombinantes t€ém sido utilizados na tentativa de melhorar o desempenho dos testes

soroldgicos para o diagndstico da esquistossomose. Estudos de McLAREN e colaboradores
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(1981) demonstraram que o uso de fragdes purificadas de antigenos de ovo de S. mansoni
aumentou o desempenho de ensaios de ELISA, resultando em um teste com 98,9% de
sensibilidade e 92,5% de especificidade, quando utilizadas amostras de soro infectadas com S.
haematobium ou S. japonicum. Este trabalho sugere que a selecdo de antigenos ¢ uma etapa
fundamental para aumentar os indices de especificidade e sensibilidade de um teste sorologico
para esquistossomose.

O sequenciamento de genomas e transcriptomas das principais espécies de Schistosoma
tem impulsionado a busca por novos alvos para o diagnoéstico da esquistossomose
(BERRIMAN et al., 2009; PROTASSIO et al., 2012). Anélises in silico utilizando os dados do
genoma do S. mansoni permitiram a identificacdo de seis proteinas imunogénicas candidatas
para o diandstico da doenca (CARVALHO et al., 2011). Também por ferramentas de
bioinformatica, o0 mesmo grupo identificou sete peptideos que foram testados em ensaios de
ELISA. Dentre os peptideos identificados, um deles apresentou alta capacidade de discriminar
infeccdo ativa de exposicao prévia (CARVALHO et al., 2017).

Nosso grupo de pesquisa realizou o primeiro estudo de imunoprotedmica com o parasito
S. mansoni utilizando amostras de soro humano, incluindo soro de individuos de area endémica
resistentes e suscetiveis a infec¢do, permitindo assim uma triagem mais racional para a
descoberta de novos antigenos, seja para o desenvolvimento de uma vacina ou para uso como
biomarcadores de infeccdo em um teste de diagndstico da esquistossomose (LUDOLF et al.,
2014). Neste trabalho, foram identificadas 47 diferentes proteinas antigénicas. Dentre as
proteinas identificadas, a proteina PPE foi reconhecida exclusivamente pelo soro de individuos
infectados em experimentos de western blotting bidimensional, mas ndo pelo soro de individuos
ndo infectados, tanto de area endémica quanto de 4rea ndo endémica para esquistossomose.

Em um dos primeiros estudos descritos na literatura sobre a proteina PPE, entdo
denominada de p40, Nene e colaboradores (1986) demonstraram que ela ¢ uma proteina
fortemente expressa nos estagios de ovo e miracidio, mas que também ¢ expressa em cercarias,
esquistossomulos e vermes adultos. Além disso, comparando o proteoma de diferentes estagios
do ciclo de vida do S. mansoni, Curwen e colaboradores (2004) mostraram que esta proteina ¢
uma das 40 proteinas mais expressas em extrato solivel de ovo (SEA). Com relagdo a sua
imurreatividade, Cordingley e colaboradores (1983) mostraram que a mesma proteina foi
reconhecida por soro de coelho imunizado com antigeno soluvel de ovo de S. mansoni, por soro
de camundongos infectados e por soro de pacientes infectados, sugerindo, assim, seu uso em

testes de imunodiagnostico da esquistossomose.
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No presente trabalho, a sequéncia correspondente a regido codificadora do gene da PPE
foi obtida a partir de RNA total extraido de esquistossomulos de S. mansoni, corroborando com
os dados de Nene e colaboradores (1986) que mostraram a expressdo da proteina nas formas
mais jovens do parasito presente no hospedeiro definitivo. Esta ¢ uma das vantagens do uso da
PPE como antigeno em um ensaio de diagndstico, permitindo a detec¢do da infecgdo tdo logo
os anticorpos sejam produzidos. Como mostrado por Beck e colaboradores (2008), as
imunoglobulinas IgA, IgG e IgM podem ser detectadas ainda na fase aguda da esquistossomose.

A comparacdo da sequéncia de aminoacidos da PPE de S. mansoni com a de outras
espécies mostrou uma maior similaridade com as principais espécies que infectam o homem, S.
Jjaponicum, S. haematobium, em relacdo a sequéncia de S. bovis, espécie causadora da
esquistossomose em ruminantes. Desta forma, uma futura andlise de predi¢do de epitopos de
células B poderd indicar epitopos compartilhados entre estas espécies que poderdo ser utilizados
em testes de diagndstico da esquistossomose causada também por outras espécies que parasitam
o homem. Esta reatividade cruzada contra antigenos de outras espécies de Schistosoma ja foi
demonstrada por Cordingley e colaboradores (1983), que observaram que soro de individuos
infectados com S. haematobium reconhece uma proteina homoéloga do S. mansoni em ensaios
de imunoprecipitagdo. Além disso, Nene e colaboradores (1986) também mostraram que soro
de coelho imunizado com a p40 recombinante reconheceu a proteina homologa em extrato
proteico de ovos de S. haematobium, S. japonicum e de S. bovis.

As analises realizadas neste trabalho de similaridade de sequéncia da PPE de S. mansoni
com as proteinas ortdlogas de outros geo-helmintos mostraram baixos niveis de similaridade
entre elas. Além disso, entre as sequéncias de PPE de S. mansoni e a sequéncia ortdloga de 4.
lumbricoides ndo foi observada similaridade. Este resultado sugere um baixo potencial de
reatividade cruzada com o uso da PPE como antigeno em um ensaio de diagnéstico sorolégico
para esquistossomose. No entanto, novos ensaios de ELISA deverdo ser posteriormente
realizados utilizando amostras de soro de individuos infectados apenas com outros geo-
helmintos para confirmar esta hipdtese. Ademais, como desejado para um antigeno a ser
utilizado em ensaio de imunodiagndstico em humanos, a PPE de S. mansoni ndo apresentou
similaridade significativa com uma sequéncia ortdloga encontrada em H. sapiens.

No presente trabalho, a obteng¢do da proteina PPE de S. mansoni, na sua forma
recombinante, foi realizada em um sistema de expressdo em procarioto utilizando o vetor de
expressdao pET21a. O sistema pET ¢ um sistema desenvolvido para clonagem e expressao eficaz

de proteinas recombinantes em bactérias E. coli. Os genes alvos sdo expressos sob o controle
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de um forte promotor T7 que favorece uma alta eficiéncia de expressdo de proteinas
recombinantes. Bactérias E. coli do tipo DE3 permitem a expressdo de proteinas que estejam
sob o controle de um promotor T7, uma vez que expressam a T7 RNA polimerase sob o controle
do promotor lacUVS5, induzivel por IPTG. A cepa de bactéria utilizada neste trabalho para a
expressdo da proteina PPE foi a ArcticExpress (DE3). Estas bactérias co-expressam uma
chaperonina que auxilia na conformagao correta das proteinas recombinantes no momento da
inducdo da sua expressdo em temperaturas mais baixas. Esta condi¢ao favorece a expressao e a
obten¢do, com bom rendimento, de proteinas recombinantes na fracdo soluvel do extrato
bacteriano (FERRER et al., 2004). Sendo assim, a ArcticExpress (DE3) foi a cepa de escolha
neste trabalho, uma vez que para a realizacdo do acoplamento da PPE recombinante as
microesferas que foram utilizadas nos ensaios de citometria de fluxo, ¢ recomendado que a
proteina recombinante esteja solubilizada em tampao PBS.

Desse modo, a utilizagdo do sistema de expressao pET2la/ArcticExpress (DE3)
possibilitou a expressdo da proteina PPE recombinante na fragdo solivel do extrato bacteriano
em um nivel satisfatorio, sendo mais expressa nesta fracdo quando comparada a fragdo de
proteinas insoluveis. O protocolo de purificagdo em condi¢des nativas que foi otimizado para
purificar a proteina PPE recombinante, expressa em fusdo com a cauda 6xHis, utilizando
colunas de afinidade ao niquel, favoreceu a obtencao da proteina em niveis satisfatorios de
rendimento e pureza, sendo obtido aproximadamente Img a cada 30mL de cultura. O resultado
obtido no experimento de western blotting com o anticorpo anti-histidina, além de confirmar a
massa molecular esperada da proteina recombinante, também comprovou a integridade da
proteina obtida, sendo observada apenas uma tnica banda correspondente a proteina em fusdo
com 6xHis.

Apesar da diferenca de alguns aminoacidos observada entre a sequéncia traduzida a
partir da sequéncia de DNA consenso, obtida pelo sequenciamento parcial do plasmideo
pET21a-PPE, e a sequéncia depositada no banco de dados UniProt (G4V8Y7), analises de
espectrometria de massas confirmaram, com alto grau de confianga, a identidade da proteina
PPE recombinante purificada (resultado ndo mostrado).

Neste trabalho, as etapas de obten¢do da proteina PPE recombinante se mostraram
bastante reprodutiveis. O uso de proteinas recombinantes nos ensaios sorologicos facilita a
etapa de padronizagdo, por apresentarem menor variagdo na obtencdo dos diferentes lotes de
antigeno, além de aumentar a seguranca e a reprodutibilidade dos ensaios. Como foi observado

na avaliacdo de estabilidade, a proteina PPE recombinante mostrou ser estavel em diferentes
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temperaturas, por no minimo sete dias. Desta forma, a PPE recombinante apresenta
caracteristicas desejaveis para compor um kit de diagnodstico da esquistossomose. A
estabilidade da proteina ¢ uma caracteristica que facilitaria o transporte deste kit e favoreceria
a sua incorporacdo em plataformas point of care. Entretanto, a manutencdo da reatividade do
soro de individuos infectados contra a proteina recombinante mantida em diferentes
temperaturas devera ser avaliada em ensaios futuros. Outra vantagem da obtencdo de um
antigeno recombinante, em relagdo ao uso de antigenos brutos, ¢ ndo necessitar da manutengao
do ciclo do parasito e o processamento de parasitos vivos. Além disso, os antigenos
recombinantes podem ser produzidos em larga escala (CARVALHO et al., 2014;
MAKAROVA et al., 2003).

Por meio do ensaio de western blotting utilizando pools de amostras de soro de
individuos, infectados ou ndo pelo S. mansoni, foi demonstrado que a proteina PPE
recombinante manteve o mesmo perfil de reconhecimento observado nos ensaios de western
blotting bidimensional anteriormente realizados com a proteina nativa (LUDOLF et al., 2014),
sendo a proteina recombinante fortemente reconhecida por anticorpos presentes nas amostras
de soro de individuos infectados, mas ndo pelas amostras de soro de individuos ndo infectados
de area endémica e de area ndo endémica para esquistossomose. Além disso, como também
mostrado por Ludolf e colaboradores (2014), a mesma proteina que foi expressa in vitro em
sistema livre de células, utilizando extrato de germe de trigo, foi reconhecida apenas pelo soro
de individuos infectados.

Em nosso trabalho a reatividade das imunoglobulinas IgG, IgG4 e IgA em soro de
individuos infectados e nao infectados pelo S. mansoni contra a proteina PPE recombinante foi
avaliada em duas plataformas de ensaios soroldgicos. Alguns estudos demonstraram que
diferentes isotipos e subclasses de imunoglobulinas podem aumentar a precisdo na detec¢do da
infeccdo por S. mansoni (FUKUSHIGE et al., 2019; MUTAPI et al., 2011). A maioria dos testes
comerciais de diagndstico da esquistossomose existentes e os trabalhos descritos na literatura
sdo baseados na detec¢do de IgG total, que ¢ altamente produzida durante a infec¢dao por S.
mansoni (HINZ et al., 2017). Além disso, as subclasses IgG1 e I1gG4, e os isotipos IgA e IgE
demonstraram diferencas quantitativas e qualitativas no perfil de reconhecimento de antigenos
de S. haematobium (MUTAPI et al., 2011). Elevados niveis de IgA contra antigenos de ovo,
seccoes de granulomas do figado e do tubo digestivo de vermes adultos foram encontrados
principalmente em individuos com infec¢do aguda (KANAMURA et al, 1979, 1991;
EVENGARD et al., 1990; RABELLO et al., 1995). Um estudo sobre a avidez dos anticorpos
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IgA, IgM, IgG e subclasses de IgG com antigenos soluveis de ovo demonstrou que existe uma
baixa avidez de ligagdo dos anticorpos IgG, IgGl, IgG3 e IgA na fase aguda da
esquistossomose. No entanto, IgG1 apresentou uma avidez elevada em infecgdes cronicas
(GOUVEA, RABELLO, KATZ, 2001). A presenca de niveis elevados de IgG4 foi associada
com infegdes antes do tratamento, reinfecdes apos o tratamento ou susceptibilidade a infecgo
(MATOSO et al., 2013; COLLEY, 2014). Sendo assim, optamos por realizar ensaios com as
imunoglobulinas IgG total, IgG4 e IgA por estarem diretamente associadas a diferentes fases
da doenca.

Ap0s finalizar os ensaios para padroniza¢ao de um teste de ELISA utilizando a proteina
PPE recombinante como antigeno, a reatividade de IgG foi avaliada utilizando as amostras de
soro individuais diluidas 1:40, 1:80 e 1:100. Nestes trés ensaios foi possivel discriminar os
individuos infectados dos individuos ndo infectados, tanto de 4rea endémica quanto de area nao
endémica para esquistossomose. O teste utilizando as amostras de soro diluidas 1:100
apresentou o melhor desempenho dentre os trés testes de ELISA realizados, sendo obtidos os
maiores valores de sensibilidade (88,89%), especificidade (74,36%) e acurécia global (AUC =
0,86). Nesta condicao, também foram obtidos os maiores valores de VPP (62%), VPN (94%) ¢
acuracia (79%). O indice Kappa calculado foi de 0,56 que, de acordo com Landis & Kock
(1977), representa uma moderada concordancia entre os testes. Vale ressaltar que para
determinar o desempenho de todos os testes realizados neste trabalho, as amostras dos grupos
de individuos doadores saudaveis (HD) e individuos ndo infectados de area endémica (NE)
foram consideradas como amostras negativas. Esse critério foi aplicado com o objetivo de
desenvolver um teste de diagndstico para esquistossomose que possa distinguir, dentre os
individuos de area endémica, aqueles que sao infectados dos que ndo sdo.

J& os testes de ELISA realizados para andlise de reatividade de IgG4 utilizando as
amostras de soro diluidas 1:80 e 1:100 foram capazes de discriminar os individuos infectados
apenas dos individuos saudaveis de area ndo endémica. Portanto, este teste ndo ¢ adequado para
utilizacdo em areas endémicas para doenga, podendo resultar em diagnoéstico falso positivo.
Independente da dilui¢do do soro utilizada, os testes para detec¢do de IgG4 PPE-especifica
apresentaram um desempenho semelhante entre eles, com valores de sensibilidade de 76,47%
e 70,59%, especificidade de 79,49% e 82,05%, e acurdcia global de 0,75 e 0,70,
respectivamente. Foram também determinados os valores de VPP (62% e 63%), VPN (88% e
86%), acuracia (79% e 78%) e indice Kappa (0,53 e 0,51) para a diluicdo 1:80 e 1:100,
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respectivamente. Os indices Kappa observados representam uma moderada concordancia entre
os testes.

Como observado, os valores de sensibilidade obtidos nos ensaios de reatividade de IgG
nos ensaios de ELISA foram maiores quando comparados aos obtidos nos ensaios com IgG4.
Por outro lado, os valores de especificidade observados nos ensaios de reatividade de IgG4
foram maiores em relacdo aos observados para IgG. Porém, no contexto da esquistossomose,
principalmente em 4reas com baixa prevaléncia, onde o objetivo das acdes de controle ¢ a
eliminacdo da doenga, o teste de diagndstico a ser utilizado deve priorizar a sensibilidade para
deteccdo de casos, em detrimento a especificidade. Da mesma forma, testes que priorizam a
sensibilidade devem ser utilizados para avaliagdo das taxas de cura apds o tratamento
(WEERAKOON et al., 2015).

Diversos trabalhos tém utilizado proteinas recombinantes de S. mansoni em ensaios de
ELISA para avaliar o seu potencial no diagnodstico da esquistossomose. Utilizando a proteina
recombinante rSm200, foram obtidos niveis de sensibilidade de 90% e especificidade de 93,3%,
sendo capaz de diferenciar individuos saudaveis de area ndo endémica de individuos infectados
de area endémica. Porém, nestes ensaios ndo foi possivel discriminar entre os individuos
infectados e ndo infectados de area endémica (CARVALHO et al., 2014). Makarova e
colaboradores (2003) mostraram que a proteina RP26 (Sm22.3) foi capaz de diferenciar
infeccoes agudas de infec¢des cronicas em um ensaio de ELISA. Esta mesma proteina
apresentou sensibilidade de 83% e 32% ao avaliar a reatividade de IgG de individuos infectados
em fase aguda e cronica, respectivamente. Além disso, o uso desta proteina aumentou os niveis
de especificidade observados no teste de ELISA contra SEA (MAKAROVA et al., 2005). Ao
avaliar a reatividade de IgG contra a proteina recombinante Major Egg Antigen de S. mansoni
em ensaio de ELISA, foram obtidos indices de sensibilidade de 87,10% e de especificidade de
89,09%, considerando como amostras negativas apenas os doadores saudaveis, pois dos 80
individuos negativos de 4rea endémica, 41 foram positivos no ensaio realizado (SILVA-
MORAES et al., 2019).

Neste trabalho avaliamos o potencial uso da proteina PPE recombinante no diagndstico
sorologico da esquistossomose também por ensaios de citometria de fluxo com microesferas
funcionais. Inicialmente, utilizando um anticorpo anti-histidina, foi demonstrado que a proteina
PPE recombinante foi acoplada com sucesso as microesferas funcionais. Nos ensaios seguintes,
foram utilizadas amostras de soro de individuos infectados e ndo infectados para avaliar a

reatividade das imunoglobulinas IgG, IgG4 e IgA contra a PPE recombinante. Nos ensaios
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realizados para avaliar a reatividade das imunoglobulinas IgG e I1gG4 foi possivel diferenciar
os individuos infectados dos individuos ndo infectados, tanto de 4rea endémica quanto de area
ndo endémica para esquistossomose. Entretanto, o teste para detec¢do de IgA ndo foi capaz de
discriminar entre os individuos infectados e ndo infectados de area endémica. Como elevados
niveis de IgA estdo relacionados com a fase aguda da doenca, a sua reatividade contra a PPE
observada em alguns dos individuos negativos de area endémica pode ser explicada pela
possibilidade de estarem infectados em uma fase pré-patente, impedindo o diagnéstico correto
da infec¢do baseado na detecg¢do de ovos pelas técnicas de Kato-Katz e PCR (RABELLO et al.,
1995).

Dentre os trés testes realizados com citometria de fluxo, o que avaliou a reatividade de
IgG4 contra a PPE recombinante apresentou os melhores indices de desempenho, com maiores
indices de sensibilidade (90,91%), especificidade (80%) e acuracia global (AUC = 0,90), sendo
que quanto mais proximo do valor de 1,0, melhor o poder de discriminagdo do teste (BORGES,
2016). Neste teste também foram obtidos os maiores valores de VPP (71%), VPN (94%) e
acuracia (83%). O indice Kappa calculado foi de 0,67, representando uma concordancia
sustancial entre o teste e a condicdo dos individuos doadores das amostras de soro
(infectado/ndo infectado), previamente determinada pelas técnicas de Kato-Katz e PCR. Altos
indices de sensibilidade permitirdo explorar futuramente o potencial da proteina PPE também
no diagnoéstico da esquistossomose para controle de cura pos-tratamento.

A literatura descreve a utilizacdo da metodologia de citometria de fluxo para o
diagnostico de algumas doencas parasitarias. Teixeira-Carvalho e colaboradores (2015)
utilizaram um ensaio multiplex denominado FC-TRIPLEX para o diagndstico soroldgico
diferencial de Doenga de Chagas, leishmaniose tegumentar e leishmaniose visceral, com o qual
foram obtidos excelentes resultados, atingindo niveis de sensibilidade de 95% e especificidade
de 97% para Doenca de Chagas, e 100% de sensibilidade e especificidade para as
leishmanioses. Utilizando uma metodologia semelhante, Tanigawa e colaboradores (2015)
realizaram um ensaio Luminex-multiplex anti-IgG com o objetivo de desenvolver um teste de
diagnostico da esquistossomose, utilizando dez antigenos de S. mansoni. Os melhores
resultados foram obtidos com os antigenos SmMSERPIN, com valores de 89,4% de sensibilidade
e 81,5% de especificidade, e SmRP26 que apresentou niveis de sensibilidade de 67,8% e
especificidade de 89,5%.

Diferentes abordagens poderdo ser aplicadas utilizando a plataforma de citometria de

fluxo para andlise da reacdao antigeno PPE-anticorpo. Por exemplo, empregando um ensaio
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multiplex com a proteina PPE e outras proteinas que ja foram apontadas como candidatas
promissoras para o diagnostico soroldgico da esquistossomose. Além disso, diferentes
peptideos imunogénicos da propria proteina PPE poderdo ser incorporados as microesferas
funcionais a fim de aumentar a chance de reconhecimento por diferentes classes e subclasses
de anticorpos e serem utilizados para discriminar individuos infectados e nao infectados.

Ao comparar o desempenho entre os testes de ELISA e citometria de fluxo aplicados
neste trabalho, dentre os que avaliaram a reatividade de IgG total, o teste de ELISA com as
amostras soro diluidas 1:100 apresentou melhor desempenho quando comparado ao teste que
avaliou a reatividade de IgG total em citometria de fluxo. Ja o teste que a avaliou a reatividade
de IgG4 contra a proteina PPE recombinante na plataforma de citometria de fluxo apresentou
melhor desempenho quando comparado com os resultados obtidos nos testes de ELISA que
avaliaram a reatividade de IgG4, tanto com a diluicdo das amostas de soro 1:80, quanto 1:100.
E no geral, o teste de reatividade de IgG4 no ensaio de citometria de fluxo apresentou os
melhores indices de desempenho dentre todos os testes avaliados neste trabalho.

Apesar de os testes soroldgicos para esquistossomose ndo substituirem o método
parasitolégico de Kato-Katz como um tnico teste, eles podem contribuir para investigacao e
determinagdo da real prevaléncia da esquistossomose em inquéritos epidemioldgicos, sendo
aplicados como ferramenta de triagem e de controle de cura, principalmente em areas de baixa
transmissdo. Na auséncia de um teste que seja, ao mesmo tempo, altamente sensivel e
especifico, o uso de diferentes métodos de diagndstico associados se torna fundamental no
cendrio epidemioldgico atual da doenca. Em nosso trabalho, foi possivel observar que a proteina
PPE recombinante tem o potencial de ser utilizada como antigeno para o diagndstico da
esquistossomose em diferentes plataformas baseadas no método sorologico, como evidenciado

pelo bom desempenho obtido nos testes realizados.
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7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos em nosso trabalho demonstraram que a proteina PPE
recombinante apresenta caracteristicas de um antigeno promissor para o diagnostico da
esquistossomose. A otimizagdo dos protocolos de expressdo em sistema procarioto e de
purificagcdo da proteina recombinante permitiu a obten¢do da PPE recombinante estavel, com
rendimento e nivel de pureza satisfatorios. Além disso, a PPE recombinante manteve o perfil
de reconhecimento antigénico observado para a proteina nativa. Os testes de diagnostico
desenvolvidos neste trabalho, empregando os ensaios soroldgicos de ELISA e de citometria de
fluxo com o antigeno PPE, apresentaram bons resultados, sendo o teste de reatividade de IgG4
no ensaio de citometria de fluxo o que apresentou os melhores indices de desempenho dentre
todos os que foram avaliados. Portanto, a proteina PPE de S. mansoni recombinante tem
potencial para ser utilizada no diagnostico preciso da esquistossomose e, consequentemente,

contribuir para o aperfeigoamento das estratégias adotadas no controle da doenca.
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ANEXO I - LISTA DE ANTICORPOS COMERCIAIS
1. Anticorpo monoclonal IgG2a de camundongo Anti-His Antibody (GE HealthCare).
Numero de catdlogo: 27-4710-01. Lote: 9469933.

2. Anticorpo monoclonal IgGl de camundongo Anti-His (C-Term) - HRP (NOVEX).
Numero de catdlogo: 46-0707. Lote: 1223410.

3. Mouse IgG1 Penta-His Antibody BSA-free (QIAGEN). Numero de catdlogo: 34660.
Lote: 154031954.

4. Goat anti-mouse IgG, Human ads-HRP (SouthernBiotech). Numero de catalogo:
103005. Lote: D5012-RKS53.

5. Goat anti-mouse IgG (H+L) Highly Cross-Adsorbed Secondary Antibody, Biotin
(Thermo Fischer). Numero de catdlogo: A16082. Lote: 3427092013.

6. Anti-Human IgG (Fc specific) — Peroxidade antibody produced in goat HRP (SIGMA).
Numero de catdlogo: A0170. Lote: 116M4809V.

7. Goat anti-Human IgG (H+L) Cross-Adsorbed Secondary Antibody, Biotin.
(Invitrogen). Nimero de catdlogo: A18815. Lote: 42-175-080614.

8. Anti-Human IgG4-Biotin antibody, Mouse monoclonal (clone HP-6025) purified from
hybridoma cell culture (SIGMA). Numero de catalogo: B3648. Lote: 013K4897.

9. Goat Anti-Human IgA (a-chain specific) FITC (SIGMA). Numero de catalogo: F5259.
Lote: SLBT7111.

10. Streptavidin HRP (BD Pharmigen). Numero de catdlogo: 554066. Lote: M060711.

11. PE Streptavidin (BD Pharmigen). Nimero de catdlogo: 554061. Lote: 7090576.



