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RESUMO

O trematddeo da espécie Schistosoma mansoni € o helminto causador da esquistossomose
mansoni, uma das doencas tropicais negligenciadas que mais causa preocupacdo para a saude
publica, devido a prevaléncia de formas graves e o grande nimero de ébitos que ocorrem
mundialmente. Atualmente o diagnéstico padréo utilizado e recomendado pela Organizacéo
Mundial de Saiude (OMS) é o método parasitologico de Kato-Katz, que apresenta bom
desempenho em regides de alta endemicidade. Porém, a baixa sensibilidade em regides de
endemicidades de baixa a moderada dificulta o diagndstico e mascara a real prevaléncia do
parasito, interferindo assim no tratamento dos individuos infectados e em seu controle. Desta
forma, neste trabalho objetivamos selecionar alvos imunogénicos para o desenvolvimento de
um teste rapido para o diagnostico da infeccdo por S. mansoni. Para isto, foram selecionadas
sequéncias de peptideos por bioinformatica, pela analise de imunogenicidade e identidade e em
seguida, através da técnica de immunobloting foram analisados pool de soros de individuos
infectados em idade escolar da &rea endémica do Municipio de Januéria no estado de Minas
Gerais, pool de soros destes mesmos individuos 30 dias ap6s o tratamento, pool de individuos
ndo infectados de area ndo endémica e pool de individuos infectados com outras espécies de
helmintos que poderiam gerar possiveis reacdes cruzadas, sendo elas Fasciola hepética, Taenia
solium, Taenia saginata, Hymenolepis nana, Ascaris lumbricoides, Ascaris suum, Ancylostoma
duodenale, Necator americanus, Enterobius vermicularis, Strongyloides estercoralis e
Toxocara canis. Sendo assim, foram selecionados 22 peptideos reativos, onde 15 destes foram
reativos para o grupo de soros de individuos infectados, 2 foram reativos para o grupo de
individuos 30 dias ap0s o tratamento e 5 peptideos foram reativos para 0s dois grupos
simultaneamente. A selecao e sintetizagdo destes peptideos utilizados como base imunogénica
na confecgdo de um teste rapido para o diagndstico de S. mansoni torna-se bastante interessante,
uma vez que combina um método sorologico altamente sensivel com a facilidade de utilizacao
em campo para a testagem em massa. Apresentando uma étima perspectiva para o diagnostico

e como consequéncia, o eficiente tratamento e maior controle da infec¢do nas areas endémicas.

Palavras chave: Schistosoma mansoni, Diagnostico soroldgico, Peptideos, Teste rapido



ABSTRACT

The trematode of the species Schistosoma mansoni is a helminth that causes schistosomiasis
mansoni, one of the tropical diseases that concernsthe public health, due to the prevalence of
severe forms and the large number of deaths that occur worldwide. Currently, the standard
diagnosis used and recommended by the World Health Organization (WHO) is the Kato-Katz
parasitological method, which performs well in regions of high endemicity. However, its low
sensitivity in studies of low to moderate endemic regions, makes the diagnosis difficult and
masks the real prevalence of the parasite, thus interfering in the treatment of those infected and
their control. Thus, in this work we aim to select immunogenic targets for the development of
a rapid test for the diagnosis of S. mansoni infection. For this, sequences of peptides were
selected by bioinformatics, by the analysis of immunogenicity and identity, and then, through
the immunobloting technique, pool of infected sera from school age children from an endemic
area of the Municipality of Januaria in the state of Minas Gerais, pool of sera from the same
patients 30 days aftertreatment, , pool of non infectedpatients , and pool of sera from
patientsinfected with other helminths, which would present possible cross-reactions to
S.mansoni,such asFasciola epatica, Taenia solium, Taenia saginata, Hymenolepis nana,
Ascaris lumbricoides, Ascaris suum, Ancylostoma duodenale, Necator americanus, Enterobius
vermicularis, Strongyloidesestercoralis e Toxocaracanis. Therefore, 22 infected reactive
peptides were selected, 15 of these were reactive for the group of S. mansoniinfected sera, 2
were selected for the group of patients 30 days after treatment and 5 peptides for both groups
simultaneously. In short screening and immunogenic for baseline diagnosis, mansoni can
produce a baseline test for a highly sensitive serological method with ease of use. Presenting
us with a great perspective for diagnosis and, as a consequence, efficient treatment and greater
infection control in endemic areas.

Keywords: Schistosoma mansoni, Serological diagnosis, Peptides, Rapid test.
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1. INTRODUCAO

As helmintoses sdo consideradas doencas tropicais negligenciadas que apresentam um
preocupante problema de salde publica em escala mundial e, dentre elas, podemos destacar as
esquistossomoses como uma das mais importantes (WHO, 2020). S&do causadas pelas espécies
S. mansoni, S. japonicum, S. haematobium, S. mekongi, S. intercalatum e S. malayensis
(GRYSEELS et al., 2006; GRYSEELS, 2012; CHUAH et al., 2019), sendo endémicas nos
continentes Sul-americano, Asiatico e Africano, totalizando aproximadamente 76 territorios
acometidos pelo género (ENGELS et al., 2002). A distribuicdo das espécies do género

Schistosoma pode ser evidenciada na Figura 1.

-

1 =)
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Figura 1: Distribuicdo mundial das espécies do género Schistosoma. (Fonte: x).

E estimado que, no mundo, aproximadamente 240 milhdes de pessoas estejam infectadas com
as esquistossomoses sendo que, dessas, 120 milhdes sdo sintomaticas e 20 milhdes apresentam
a forma grave da doenca (CHITSULO et al., 2000; SINGH SAHARAN; MEHTA; MEENA,
2016). As esquistossomoses estdo apenas atras da malaria quando avaliada a importancia
socioecondmica, sendo considerada a terceira doenca mais frequente e que causa grande
preocupacao no Sistema de Saude Publico (WHO, 2002).
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No Brasil, a esquistossomose é causada exclusivamente pela espécie Schistosoma mansoni.
Dezenove estados sdo considerados endémicos para a esquistossomose mansodnica, com um
total de aproximadamente 25 milhGes de pessoas vivendo nessas areas, estando localizados
principalmente na regido Nordeste do pais, Minas Gerais e Espirito Santo. J& nos estados do
Rio de Janeiro e Sao Paulo e nas regides Norte e Sul do pais, a transmisséo da infec¢cdo possui
um perfil de carater focal e disperso (NASCIMENTO; DE OLIVEIRA, 2014; COLLEY;
SECOR, 2014; CARVALHO et al.,, 2018). Dados realizados através de inquéritos

coproscopicos, observados na Figura 2.

l;‘:l’-.
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Figura 2: Distribuicdo da esquistossomose mansoni no Brasil (Fonte: DO AMARAL et al., 2006).

1.1 Schistosoma mansoni
Conhecida popularmente como Bilharziose, Xistose, Xistosa, Doenga dos Caramujos e Barriga
d’Agua, a esquistossomose mansdnica ¢ uma doenca causada por platelmintos do género
Schistosoma, que possuem como hospedeiro intermediario moluscos do género Biomphalaria
(MS, 2014). Seu ciclo se inicia atraves do contato de fezes humanas com presenca de ovos do
parasito com colecdes hidricas de &gua doce. Estes ovos irdo eclodir, liberando assim os
miracidios, que através de sua cuticula com presenca de inimeros cilios, irdo nadar livremente

em busca do hospedeiro intermediario, moluscos do género Biomphalaria sp., dando entdo
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continuidade ao ciclo (MS, 2014). Aproximadamente 48 horas ap0s a penetracdo no hospedeiro
0 miracidio tem sua mobilidade perdida, se transformando em esporocisto primario, cujas
celulas germinativas se multiplicam e ddo origem a esporocistos secundarios, que
posteriormente se transformam em cercarias (WHO, 2016). As cercérias entdo abandonam o
invertebrado e atraveés dos movimentos sua cauda, irdo nadar de forma livre no ambiente
aquatico em busca do ser humano, hospedeiro definitivo, e ao encontra-lo, penetrara em sua
pele de forma ativa (TEFERA; BELAY; BAJIRO, 2020). Ao penetrarem perdem sua cauda
bifurcada, se transformando em formas larvais conhecidas como esquistossomulos, que irdo
entrar na circulacdo através de capilares ou pela circulagéo linfatica no hospedeiro. Através da
artéria pulmonar, migram para o pulméo (CHEEVER et al., 2002), sendo que muitos ficam
retidos nos capilares pulmonares e 0os que conseguem manter a migragéo, séo transportados
para 0 coragéo e assim para a circulagéo venosa (WEERAKOON et al., 2015). Quando chegam
ao sistema porta hepatico, os esquistossomulos passam por maturacao sexual, se diferenciando
em verme adulto macho e fémea separadamente. Ap0s a maturagdo sexual, 0s parasitos migram
para as veias mesentéricas do intestino, onde ocorre a copula. Em aproximadamente 5 semanas
apos a infecgdo, ocorre entdo a oviposicao da fémea, sendo que, ap6s o ocorrido 0s 0vos
migram através dos tecidos até chegarem ao Iimen do intestino grosso, onde serdo excretados
juntamente das fezes do ser humano. Podendo ser observado na Figura 3 (MCMANUS et al.,
2018).

A manutencdo da esquistossomose mansoni no Brasil se d& através de alguns fatores, como a
falta de saneamento basico ou sua presenca inadequada, nivel socioecondémico, ocupacéo,
modo de lazer, grau de educacdo e informacdo da populacdo exposta ao parasito, quando se
relacionam, favorecem a sua transmissdo e consequentemente a sua instalacdo nestas
respectivas localidades (MS, 2014).
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Figura 3: Ciclo Schistosoma mansoni (Fonte: MCMANUS et al., 2018).

1.2 Patogenia
A patogenia da esquistossomose mansdnica pode ser classificada em duas fases, a fase dgua e
a fase cronica da infeccdo (MS, 2014). A fase aguda sintomética que também pode ser
conhecida como Sindrome de Katayama, é caracterizada pela migracdo dos esquistossomulos
e pelo inicio da oviposi¢do, resultando em uma grande sensibilidade sistémica no individuo
infectado. Esta fase é mais comumente identificada em individuos com infec¢do priméaria em
regides ndo endémicas. Ja os individuos das regiGes endémicas geralmente ndo sao
diagnosticados (LAMBERTUCCI, 1993). Os sintomas observados da sindrome sdo febre
aguda acompanhada de quadros inflamatérios pulmonares e abdominais (BOTTIEAU et al.,
2006). Podem ser observadas também manifestaces cutaneas, caracterizadas pela penetracdo
da cercaria na pele do individuo, conhecida como Dermatite Cercariana (MS, 2014).
A fase cronica pode ser observada de vérias formas, sendo caracterizada de acordo com o 6rgao
mais acometido na infeccdo. As formas podem ser hepatointestinal ou hepéatica, com o
desencadeamento de fibrose periportal sem esplenomegalia; hepatoesplénica, ocasionando
fibrose periportal com esplenomegalia. A doenca pode se manifestar também em formas
complicadas, que podem ser vasculopulmonar,

glomerulopética, neuroldgica,

pseudoneoplasica e linfoproliferativa (MS, 2014). As principais lesfes observadas nessa fase
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se devem principalmente aos ovos que ficam presos nos tecidos durante as migracdes. Estes
0vos secretam enzimas para impedir a necrose do tecido lesado, porém acabam desencadeando
reacOes inflamatdrias e granulomatosas, que posteriormente sdo substituidas por depdsitos
fibréticos, responsaveis pelos sintomas da doenca (COLLEY; SECOR, 2014).

1.3 Controle

Alguns programas j& foram implementados no pais a fim de controlar a doenca. Houveram dois
inquéritos considerados como marcos historicos que foram importantes na luta contra a
esquistossomose mansonica. O primeiro inquérito foi realizado tanto para esquistossomose
quanto para as geohelmintoses, executado pela Divisao de Organizacdo Sanitaria do Ministério
de Educacao e Saude, entre os anos de 1947 a 1952, sendo coordenado pelos sanitaristas Pellon
e Teixeira, que permitiu 0 mapeamento da doenca no Pais (KATZ, 2018). A superintendéncia
de Campanhas de Saude Publica - SUCAM, do Ministério da Saude, efetuou o segundo
levantamento nacional, exclusivo para esquistossomose mansoni, que utilizou como método
diagndstico o exame de Kato-Katz. Auxiliando assim, o Programa Especial de Controle da
Esquistossomose - PECE a delimitar os limites de area para sua atuacgéo e a direcionar e aplicar
as devidas medidas de controle (KATZ, 2018). Em 1975 o PECE iniciou suas atividades, apds
a criacdo de drogas consideradas mais seguras e eficazes para o tratamento da doenca. O
programa teve como estratégias de controle a identificacdo e o tratamento adequado dos
individuos infectados por S. mansoni, juntamente com a vigilancia e o controle dos hospedeiros
intermediarios. Na década de 1980 o PECE dispunha de recursos do governo federal e
posteriormente foi descentralizado e redistribuido, se tornando responsabilidade municipal,
tendo seu nome alterado para Programa de Controle da Esquistossomose — PCE (DO
AMARAL etal., 2006). Desde a implementacéo de tais programas, foram observados impactos
sobre a prevaléncia e a intensidade das infeccdes na populagdo das areas endémicas, 0 que
consequentemente diminuiu as formas graves e as mortes causadas pela doenca (MS, 2014).

Um dos métodos existentes para o controle da infeccdo por S. mansoni é a realizacdo do
controle dos hospedeiros intermediérios através da utilizacdo de drogas moluscicidas.
Atualmente a droga comercialmente utilizada e recomendada pela Organizagdo Mundial de
Salde para tal método de controle € a niclosamida (CAWSTON, 1945). Porem, foi observado
que a niclosamida tem apresentado certos niveis de toxicidade para outros animais que nao
fazem parte do foco do controle, sendo considerado um método limitado, necessitando assim
de novos estudos a fim de se aprimorar o controle de tais hospedeiros (RAPADO et al., 2013).
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Outro método utilizado para o controle é a realizacdo do devido tratamento dos individuos
positivos. O farmaco atualmente utilizado e recomendado para o controle da esquistossomose
mansonica em todo o mundo, segundo a Lista Modelo de Medicamentos Essenciais da
Organizacdo Mundial da Saude é o praziquantel (BARROS, 2020; FERRARI et al., 2003), que
age atuando principalmente contra as formas adultas do parasito, sendo menos responsivo para
as formas larvais e apresenta grande eficacia nas formas clinicas da doenca (CHAI, 2013). Este
medicamento age interferindo no influxo de célcio pelo parasito, o paralisando e
consequentemente o eliminando do organismo do individuo (DOENHOFF; CIOLI,
UTZINGER, 2008). A oximniquina também é um farmaco para o tratamento de individuos
infectados pelo S. mansoni, mas atualmente ndo se faz mais seu uso devido a menor eficacia
quando comparado ao PZQ, além de causar mais efeitos colaterais nos individuos que o
utilizam; sua escolha como método de tratamento é restrita em casos de individuos que
apresentam resisténcia ao PZQ (FALLON, P. G., DOENHOFF, M. J., 1994; COLES, 2002).
Esta medida de controle por quimioterapia, apesar de levar a cura dos individuos infectados,
ndo previne respectivas reinfecgdes. Sendo que, os individuos reinfectados geralmente
apresentam uma diminuicdo na carga parasitaria. Levando assim a uma maior dificuldade no
diagnostico através do KK e consequentemente menor elucidacdo do nimero total de casos nas
regides endémicas (BLANTON et al., 2015; SILVA-MORAES et al., 2019).

Para que se obtenha um desejavel nivel de controle do parasito e de sua doenca relacionada é
necessario a elucidacdo da populacdo em relacéo a infeccao, investindo assim na educacdo em
salde e infraestrutura, como melhoria do saneamento béasico. Podemos citar também a
delimitacdo das areas endémicas para que seja possivel focar nestas localidades. Porém, assim
como o tratamento s6 € possivel que estas medidas sejam colocadas devidamente em pratica
apos a realizagéo correta do diagnostico (MS, 2014).

1.4 Diagnostico

1.4.1 Kato-katz
O meétodo padréo escolhido pela Organizacdo Mundial de Saude utilizado para o diagnostico
de S.mansoni é o exame parasitologico conhecido como Kato-Katz (KATZ; CHAVES;
PELLEGRINO, 1972; FELDMEIER; POGGENSEE, 1993), sua escolha se deve ao fato de
apresentar uma boa sensibilidade na deteccdo dos ovos do parasito nas amostras de fezes dos
individuos analisados, possui um baixo custo monetéario e é de facil execucdo em campo e em

larga escala. Por ser um exame parasitologico que permite a visualizacdo e a contagem dos
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ovos do parasito por gramas de fezes, € considerado como um indicador quantitativo para se
avaliar a intensidade da infeccé@o nos individuos e com isso consequentemente se torna possivel
estimar a infeccdo nas determinadas regides onde se encontram (KATZ; CHAVES;
PELLEGRINO, 1972). Entretanto, o nivel de sensibilidade observado neste método, ndo se
mostra totalmente satisfatorio quando realizado em individuos que apresentam menor
quantidade de ovos nas fezes, estando relacionado ao nivel de endemicidade do local analisado.
Além de apresentar varia¢do de acordo com a quantidade de laminas examinadas por individuo
(UTZINGER et al., 2001; SIQUEIRA et al., 2011). Dessa forma, com o uso do Kato-Katz
como teste Unico e padrdo em areas endémicas, ndo se torna possivel estimar a real prevaléncia
da doenca em determinadas localidades e como consequéncias, pode-se observar a defasagem
no tratamento para o total de individuos infectados da populacdo (DE VLAS; GRYSEELS,
1992). Esta defasagem na deteccgdo de infeccOes de baixa carga parasitaria gera grande grau de
preocupacdo, pois por mais que ndo levem a patologia grave da doenca, elas podem ser
responsaveis pela continuacdo de sua transmissdo. Além de serem capazes de gerar confusao
em posteriores inquéritos, podendo surgir como novos casos, criando entdo uma maior
dificuldade na compreenséo e controle da doenga (GONCALVES et al., 2005).

A sensibilidade do método Kato-Katz s6 apresenta um nivel de maior confiabilidade quando
se utiliza um maior nimero de laminas por amostra de fezes, juntamente com a utilizacdo de
outros testes diagndsticos, como o Helmintex ou teste rapido de urina - POC-CCA, por
exemplo (OLIVEIRA et al., 2018).

1.4.2 Diagnosticos sorolégicos
Devido a grande limitacdo no atual método diagnostico e 0s impactos que esta causa a saude
publica e a vida dos individuos expostos, € de grande importancia a realizagdo de estudos para
a criagdo e aprimoramento de novos métodos. Métodos que utilizam a sorologia como uma
nova alternativa, quando comparados aos tradicionais parasitologicos, tem se mostrado como
ferramentas mais sensiveis para o diagnéstico de S.mansoni, principalmente quando avaliados
nas regides consideradas de baixa endemicidade para o parasito (GONCALVES et al., 2006;
MCLAREN et al., 1981; ESPIRITO-SANTO et al., 2014). O imunodiagnéstico baseado na
sintese de peptideos, que séo utilizados como base antigénica para o diagnostico laboratorial
de S. mansoni obtiveram resultados satisfatorios quanto a sensibilidade e especificidade na
detecgdo de parasitos em individuos infectados (DE OLIVEIRA et al., 2006; VLAMINCK et
al., 2021; CARVALHO et al., 2017). Estes peptideos sdo identificados e caracterizados através
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da predicdo de epitopos de células B por biologia computacional e posteriormente sintetizados
para a realizacdo do imunodiagnostico. Esta técnica consiste na interdisciplinaridade entre as
areas de bioinformatica, biologia celular e imunologia, 0 que torna seus resultados mais
especificos e promissores (WINKLER; CAMPBELL, 2008; DE OLIVEIRA et al., 2008). A
sorologia tem apresentado resultados animadores, além de ser uma técnica bastante inovadora.
Porém, sua utilizacdo ainda ndo se torna totalmente viavel principalmente por apresentar a
necessidade de grande estrutura laboratorial e por possuir dificil aplicabilidade em larga escala,
fazendo com que a sua utilizacdo em campo se torne um desafio. A juncdo de um teste
sorologico que possua alta sensibilidade e especificidade e que apresente praticidade e
facilidade de seu uso em campo, gera grande entusiasmo numa perspectiva para o diagnostico
e controle da esquistossomose (DAWSON et al., 2013).

Diante da vasta complexidade relacionada ao parasito e sua biologia, seu controle e prevencéo
devem ser realizado pela integracdo de varias acdes implementadas através de politicas de
saude publica, podendo ser citadas o saneamento basico digno as pessoas diariamente expostas,
educacdo em salde da populacdo, maior controle e vigilancia dos moluscos hospedeiros e
principalmente o correto diagnostico e o respectivo tratamento de individuos infectados (MS,
2014).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Identificar e selecionar potenciais alvos que sejam candidatos ao reconhecimento de anticorpos
de Schistosoma mansoni com a finalidade de desenvolver testes sorolégicos para o diagnostico
e controle do trematodeo.

2.2. Objetivos especificos

Identificar e selecionar sequéncias de peptideos de S. mansoni por bioinformatica, pela analise

de imunogenicidade e identidade;
Sintetizar em membrana de celulose as sequéncias dos peptideos identificadas de S. mansoni;

Determinar o padrdo de reconhecimento soroldgico os peptideos selecionados através da

técnica de immunobloting;



24

3. JUSTIFICATIVA

No Brasil, 19 Estados sdo considerados endémicos para a esquistossomose mansoni, com um
total de 25 milhdes de pessoas vivendo nessas areas, sendo que, a maioria destes estados esta
localizada na regido Nordeste do pais (NASCIMENTO; DE OLIVEIRA, 2014). Atualmente o
método padrao escolhido pela Organiza¢do Mundial de Saude utilizado para o diagndéstico da
infecgdo por Schistosoma mansoni é o exame parasitoldgico de fezes conhecido como Kato-
Katz (FELDMEIER; POGGENSEE, 1993). Este teste possui sensibilidade limitada,
principalmente quando realizado em individuos que apresentam pouca quantidade de ovos nas
fezes. Seu desempenho esta relacionado com o nivel de endemicidade do local analisado, além
de apresentar variagdo de acordo com a quantidade de ldminas examinadas por individuo
(UTZINGER et al., 2001; SIQUEIRA et al., 2011). A sensibilidade deste método sé apresenta
um nivel de maior confiabilidade quando se utiliza um maior nimero de ldminas por amostra
de fezes, além da utilizacdo conjunta com outros testes diagndsticos, como o Helmintex ou
teste rapido de urina - POC-CCA, sendo inviavel devido ao aumento da méo de obra e custo
com estes testes adicionais (OLIVEIRA et al., 2018).

Métodos que utilizam a sorologia como uma nova alternativa, quando comparados aos
parasitoldgicos, tem se mostrado como ferramentas mais sensiveis para o diagnostico da
esquistossomose mansoni, principalmente quando avaliados nas regies consideradas de baixa
endemicidade para o parasito (GONCALVES et al.,, 2006; MCLAREN et al., 1981,
ESPIRITO-SANTO et al., 2014). Como exemplo, temos o imunodiagnostico baseado no uso
de sequencias peptidicas, que sdo utilizadas como base antigénica para o diagnéstico
laboratorial da infec¢do por S. mansoni (DE OLIVEIRA et al., 2006; VLAMINCK et al., 2021,
CARVALHO et al., 2017). A interdisciplinaridade entre as areas de bioinformatica, biologia
celular e imunologia, permite o planejamento de resultados mais especificos e ainda mais
promissores (WINKLER; CAMPBELL, 2008; DE OLIVEIRA et al., 2008). Devido a
defasagem do método diagnostico atualmente utilizado e o impacto que a infecgdo causa na
populacdo e na saude publica, € considerado de extrema importancia o desenvolvimento de
novas alternativas de um método diagndstico que apresente alta sensibilidade, especificidade,
inovacao e tecnologia, com a praticidade e facilidade para que possa ser utilizado em campo e
em larga escala. Sendo assim, o presente trabalho contribuiria com a selecdo e validacdo de
potenciais alvos imunogénicos, para o desenvolvimento de testes rpidos para o diagndstico de

individuos com S. mansoni, aumentando assim a capacidade de controle do parasito no pais e
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até mundialmente, mudando e também aumentando as perspectivas na area de diagnosticos de

doencas tropicais negligenciadas.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Predicao e selecéo de epitopos de células B por biologia computacional

Através do banco de dados WormBase, foi utilizado o proteoma de Schistosoma mansoni de
ID schistosoma_mansoni.PRJEA36577. Através de ferramentas de bioinformaética
desenvolvidas no Laboratorio de Imunologia e Gendmica de Parasitos (LIGP), o proteoma de
referéncia utilizado passou por um filtro para remover sequéncias mal anotadas e confusas,
para que se obtenha dados com maior grau de confiabilidade. Este filtro excluiu sequéncias que
ndo comecem com ATG; sequéncias que ndo terminam com stop codon; sequéncias com menos
de 100 aminoacidos e sequéncias que apresentem “X” como aminoacido. Apoés a filtragem, as
sequéncias passaram por uma selecdo de peptideos, baseada no score de predicédo de células B,
que seleciona os peptideos com maior score de ranqueamento e imunogenicidade, através do
software Immunorank (dados ndo publicados), desenvolvido por pesquisadores do LIGP. A
seguir, cada peptideo selecionado anteriormente passou por uma analise de BLASTp contra o
proteoma de espécies de outros helmintos que poderiam gerar rea¢fes cruzadas, confundindo
as analises futuras, sendo elas: Fasciola epatica; Taenia solium; T. saginata; Hymenolepis
nana; H. diminuta; Ascaris suum; A. lumbricoides; Ancylostoma duodenale; Necator
americanus; Trichuris trichiura; Enterobius vermicularis; Strongyloides stercoralis e

Toxocara canis.

Apos realizada a analise, as sequéncias resultantes foram submetidas a 3 etapas de remocéo de
peptideos: 1a. Remocao de peptideos que apresentaram Identidade X Cobertura acima de 6.000
com qualquer uma destas espécies de helmintos citadas acima; 2a. Remoc¢édo de peptideos
repetitivos e 3a. Remogéo de peptideos redundantes, removendo o peptideo de menos score se
tiver alta similaridade com outro peptideo. Finalmente, os peptideos que foram selecionados
atraves de todos estes filtros, foram entéo sintetizados através da técnica de Spot sintese, para

posteriores analises.
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4.2. Sintese de peptideos em membranas de celulose - Spot sintese

Os peptideos que foram selecionados pela predicéo e sele¢do de células B, foram sintetizados
em uma membrana de celulose, através de um sintetizador automatizado (Intavis, Alemanha).
A membrana é produzida de forma com que ela ja apresente grupos carboxila livres em cada
spot, 0 que possibilita a ancoragem de um novo aminoacido, dando assim inicio a sintese dos
peptideos (FRANK, 1992; KUDITHIPUDI et al., 2014). O plano de distribuicdo dos
aminoacidos e a determinacdo dos protocolos dos diversos peptideos foram definidos através
do programa de computacdo Multipeps. Sobre a membrana de celulose, os grupos hidroxila
livres serviram como ponto inicial para que possibilitasse o inicio da sintese dos peptideos.
Estes grupos foram entéo acoplados por ligacdo estavel com 8 a 10 unidades de etileno glicol
(Intavis AG), que possuem a finalidade de afastar o peptideo do suporte, conferindo assim uma
melhor estabilidade na ligacdo do peptideo a membrana de celulose. A sintese dos peptideos
se inicia sempre pelo C-terminal do ultimo aminoacido da sequéncia estabelecida. Inicialmente,
os residuos de aminoéacidos 9- fluorenylmethyloxycarbonyle (Fmoc) foram ativados através da
adicéo de diisopropilcarboidimida (DIC) e Oxyma em meio de N-metil-pirrolidona (NMP) e
anidrido acético 3%. Apos a insercdo do Fmoc e compostos a membrana foi incubada a
temperatura ambiente por 2 horas. Passada a reacdo, o proximo passo foi a desprotecdo dos
grupos N-terminal protegidos por Fmoc, através da adicdo de piperidina a 20% em DMF
(LAUNE etal., 2002), tendo assim as funcdes aminas recuperadas. Os aminoacidos em seguida
foram ativados por DIC/HOBT (150 pl cada aminoacido) e depositados para que se torne
possivel reiniciar um proximo ciclo de sintese. As fungdes NH2 livres ou as que ndo
apresentaram reacdo foram acetiladas (anidrido acético 10% em DMF) para assim evitar a
formacdo de peptideos errados ou outras ligacdes indesejaveis. Ao final da realizacdo da
sintese, 0s grupos laterais dos aminoécidos foram desprotegidos pela adicdo de é&cido
trifluoracético (TFA), seguida da adigdo do reagente scavenger (“limpador”) tri-isopropilsilano
(TIPS) para evitar o ataque dos residuos aos peptideos sintetizados, associado a diclorometano
e trietilsilano, para que os peptideos pudessem permanecer fixos de forma covalente sobre a
membrana (KRAMER; SCHNEIDER-MERGENER, 1998). Foi gerada entdo uma membrana
com o total de 422 peptideos.
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4.3. Comité de ética

Os procedimentos e utilizacdo de amostras de humanos infectados e ndo infectados por
S.mansoni deste projeto foram aprovados pelo CONEP (Comissdo Nacional de Etica em
Pesquisa) sob o nimero de protocolo CAAE: 63621316.4.0000.5149 (ANEXO 1).

J& as amostras de soros humanos e animais para 0s outros nematodeos foram aprovadas para
uso pelo Comité de Etica em Pesquisa - UFMG, respectivamente, COEP sob n°® CAAE:
61101916.0.0000.5149 e CEUA sob n° 368/2018 (ANEXO 2).

Os soros de camundongos (linhagem BALB/c) infectados experimentalmente por
Strongyloides venezuelensis, foram doados pelo Laboratorio de Esquistossomose e Imunologia
de Helmintos, ICB/UFMG. Essas amostras de soros humanos e animais foram aprovadas para
uso pelo Comité de Etica em Pesquisa - UFMG, respectivamente, COEP sob n°® CAAE:
61101916.0.0000.5149 e CEUA sob n° 368/2018 (ANEXO 3).

4.4. Painel sorologico

Foram utilizados neste estudo pool de soros de humanos néo infectados de area ndo endémica
para S. mansoni; pool de soros de humanos infectados por S. mansoni de area endémica; pool
de soros destes mesmos individuos infectados 30 dias ap0s a realizacéo do tratamento padréo;
pool de soros de humanos e animais infectados com A.lumbricoides, T. trichiura, A. duodenale,
N. americanus e S. venezuelensis, sendo essa Ultima espécie 0 modelo experimental utilizado
para estudo da biologia e infeccdo por S. stercoralis. As amostras de soros humanos fazem
parte do banco de soros do LIGP, ICB/UFMG, ja os soros de camundongos (linhagem BALB/c)
infectados experimentalmente por S. venezuelensis, foram doados pelo laboratério de
Esquistossomose e Imunologia de Helmintos, ICB/UFMG. O critério de incluséo das amostras
de soros de individuos infectados por S. mansoni foi a positividade de suas respectivas amostras
de fezes no exame parasitologico de Kato-Katz, assim como para POC-CCA utilizado como
método adicional. O critério foi 0 mesmo para 0s soros negativos de individuos de areas ndo
endémicas. Ja a positividade para os outros nematodeos se deu pelas técnicas parasitologicas
de Sedimentacdo espontanea (LUTZ, 1919), Kato-Katz (KATZ; CHAVES; PELLEGRINO,
1972) e Baermann-Morais (MORAES, 1948). A amostra foi considerada positiva quando
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detectada a presenca de formas evolutivas dos parasitos por qualquer uma das técnicas, menos
pelo POC-CCA.

Sendo assim, foram utilizados Pool de soros de 10 individuos infectados com S. mansoni,
residentes do municipio de Januaria/MG, regido endémica para o parasito, confirmados através
do exame de Kato-Katz + POC-CCA; Pool de soros destes mesmos individuos 30 dias apds a
realizacdo do tratamento padrdo; Pool de soros de individuos ndo infectados, de &rea ndo
endémica. Para a confirmacdo da néo infeccdo, foram realizados exames parasitologicos para
comprovar que estes individuos realmente estavam negativos e Soros de individuos infectados
com Ancilostomideos, Strongyloides sp. Ascaris sp., e Trichuris sp., para a avaliacdo de

possiveis reacdes cruzadas.

4.5. Imunoensaio com peptideos ligados a membrana

Apds realizada a sintese, as membranas contendo os peptideos de interesse passaram por um
imunoensaio a fim de analisar sua sensibilidade e especificidade com o pool de soros de
individuos infectados de areas endémicas, o pool de soro de individuos ndo infectados de area
ndo endémica e o pool de soros para possiveis reacfes cruzadas, ambos confirmados por
técnicas parasitoldgicas de diagnostico (TOWBIN; GORDON, 1984).

No recipiente de execucdo do imunoensaio, a membrana contendo os spots selecionados e
sintetizados foi incubada com 50 mL de solucdo de blogqueio (BSA — Fitzgerald Industries
International U.S.A. 5% p/v e sacarose 4% p/v em PBS 1x) sob agitacdo por 12-16 horas. Logo
apos, a membrana passou por 3 lavagens com 100 mL de solucgéo de lavagem (PBS 1x com
Tween 20 0,1% v/v), sob agitacdo, durante 10 minutos cada e posteriormente foi incubada com
0 0 pool de soros diluido na mesma solucdo, onde permaneceu sob agitagdo por 2 horas.
Realizada a incubagdo, a membrana passou por outras 3 lavagens com 100 mL de solugéo de
lavagem, sob agitacdo durante 10 minutos cada e posteriormente foi incubada com o anticorpo
secundario anti-1gG (Sigma-Aldrich) na diluicao de 1:10000 que também foi diluido na mesma
solugdo em 20 ml, sob agitacdo com duracdo de 1 hora. Passado o tempo de incubagéo, a
membrana foi lavada por 3 vezes com 100 mL de solucdo de lavagem, sob agitacdo répida
durante 10 minutos cada. Feita a Ultima lavagem, a membrana foi transferida para a bandeja do

fotodocumentador ImageQuant LAS 4000, onde a reacdo foi revelada pelo método de
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quimioluminescéncia apés adicdo do substrato LuminataForteTM (Immobilon Forte Western
HRP substrate). Realizada a revelacdo, a membrana foi lavada com 100 mL de solucdo de
lavagem por 1 minuto, sob agitacdo rapida. Apds a revelacdo, foi iniciado o protocolo de

regeneracdo da membrana.

4.6. Regeneracdo de membrana

Ap0s realizado o imunoensaio, a membrana passou por um tratamento de regeneracao para que
seja possivel sua reutilizacdo em posteriores analises daqueles peptideos nela sintetizados. Este
processo consiste na remogdo de todos os anticorpos que foram ligados a ela anteriormente.
Primeiramente, a membrana passou por 3 lavagens de 10 minutos cada, com dimetilformamida
(DMF). Apods realizada a lavagem, a membrana foi incubada por 12 a 16 horas em solucéo
desnaturante (Uréia - Fmaiaa 8M + SDS NEON a 1% + 0.1% de 2-mercaptoetanol - MERCK-
Schuchardt) para remocédo dos complexos moleculares ligados aos peptideos. Posteriormente,
ela passou por outras 3 lavagens de 10 minutos cada, com uma solucéo acida (50% de etanol +
acido acético a 10% + 40% de agua deionizada). Apos as lavagens, a membrana foi mantida
em temperatura ambiente em uma capela de exaustdo até ficar completamente seca.
Posteriormente foi devidamente armazenada e mantida a 4°C para a conservacdo de deus

peptideos, permitindo assim sua reutilizacdo para futuras analises (RAMADA et al., 2013).

4.7. Analise densitométrica

Apds o teste de reatividade pelo immunobloting, a membrana foi submetida a analise de cada
spot, realizado pelo Software Image] e a sua extensdo “ProteinArrayAnalyzer”. Além dos
dados de densitometria, foram obtidas também imagens dos spots em escala colorimétrica,
permitindo assim uma facil visualizacdo da reatividade de cada spot. Possibilita tambem a
visualizacdo do valor da reatividade de cada peptideo, que serdo utilizados para anélises
estatisticas e determinagdo do valor limite (cut-off) para selecdo dos peptideos mais reativos
(ABRAMOFFF; MAGALHAES; RAM, 2005).

Para analisar cada peptideo, primeiramente foi definido um valor limite (cut-off) de reatividade

para se afirmar se um peptideo é reativo ou ndo. O célculo desse cut-off foi feito com o valor
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da média da reatividade de todos os spots ha membrana do controle negativo mais 3 vezes o
desvio padrao destes mesmos spots (Média + 3*Desvio Padrao). Este valor foi aplicado tanto
na membrana do controle negativo (CN), onde os peptideos ndo podem ser mais reativos que
o cutoff (peptideos <= cutoff), como nas membranas de soros positivos (TO e 30D), onde 0s
peptideos devem ser mais reativos que o cutoff (peptideos >= cutoff). Para a membrana de soro
diferencial, o de reacdo cruzada (RC), seus peptideos ndo devem ser reativos com os peptideos
da membrana de soros positivos. O célculo de cut-off utilizado para a membrana RC, foi o
mesmo utilizado para a de controle negativo (peptideos <= media + 3*desvio padrao da reacao

cruzada).
Sendo assim, os critérios utilizados para a selecdo dos melhores peptideos foram:

1. Excluséo dos peptideos reativos com controle negativo (peptideos CN <= cutoff
CN);

Exclusdo dos peptideos reativos com reacdo cruzada (peptideos RC <= cutoff RC);
Selecdo dos peptideos reativos para TO (peptideos TO >= cutoff CN);

Selecdo dos peptideos reativos para T0-30 dias (peptideos 30D >= cutoff CN);

a > 0D

Verificacdo de possivel existéncia de peptideos reativos para TO e T0-30 dias ao

mesmo tempo.
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5. RESULTADOS

5.1. Predicao e selecdo de epitopos de células B por biologia computacional

O proteoma utilizado de ID schistosoma_mansoni.PRJEA36577, obtido através do banco de
dados WormBase, passou por um filtro de excluséo a fim de se evitar sequéncias mal anotadas
ou que possam gerar algum tipo de confuséo. Este filtro excluiu sequéncias que ndo comecem
com ATG; sequéncias que ndo terminam com stop codon; sequéncias com menos de 100
aminoacidos e sequéncias que apresentem “X” como aminoacido, removendo praticamente
metade do proteoma predito.

Conforme a Tabela 1, o proteoma utilizado de S. mansoni possuia um total de 14499
sequéncias peptidicas e apos passar pelos filtros de exclusdo obtivemos um total de 8308

sequéncias.

Tabela 1: Numero total de sequéncias de S. mansoni antes e apés passarem pelos filtros de excluséo.

FILE TOTAL FILTRADOS
S. mansoni 14499 8308

Apos a filtragem, as sequéncias passaram por uma selecdo de peptideos, baseada no score de
predicdo de células B, que seleciona os peptideos com maior score de rangueamento e
imunogenicidade, através do software Immunorank, que foi rodado para reportar 10000
peptideos.A seguir conforme a Figura 4, cada peptideo selecionado passou por uma analise de
BLASTp, onde foi analisada a conservacdo de sequéncia entre os peptideos analisados contra
0 proteoma de espécies de outros helmintos que poderiam gerar rea¢des cruzadas, confundindo
as andlises futuras. Onde, as espécies de helmintos e seus respectivos proteomas podem ser

observados no Quadrol.
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Quadro 1: Espécies de helmintos que poderiam gerar possiveis reagdes cruzadas e seus respectivos

proteomas obtidos através do WormBase.

ESPECIE

IDENTIFICACAO DO PROTEOMA

Fasciola epatica

fasciola_hepatica.PRJEB25283

Taenia solium

taenia_solium.PRINA170813

T. saginata

taenia_saginata.PRINA71493

Hymenolepis nana

hymenolepis_nana.PRJEB508

Ascaris lumbricoides

ascaris_lumbricoides.PRJEB4950

A. suum

ascaris_suum/PRINA62057

Ancylostoma duodenale

ancylostoma_duodenale. PRINA72581

Necator americanus

necator_americanus.PRINA72135

Enterobius vermicularis

enterobius_vermicularis.PRJEB503

Strongyloides estercoralis

strongyloides_stercoralis.PRJEB528

Toxocara canis

toxocara_canis.PRJEB533

n' M' M ‘u.

Figura 4: Nesta figura valor de cada célula representa a conservacao de sequéncia entre o peptideo e
0s proteomas avaliados. Este valor é dado pela multiplicacdo da Identidade e Cobertura do BLAST,
indo de “0” (totalmente diferente) até 10.000 (idéntico). Neste grafico, Azul = 4.000; branco = 7.000 e
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vermelho = 10.000. A ordem das amostras, de cima para baixo, é: 1- F. hepatica, 2- S. stercoralis, 3-
H. nana, 4- T. solium, 5- T. saginata, 6- E. vermicularis, 7- A. duodenale, 8- N. americanus, 9- T. canis,
10- A. suum e 11- A. lumbicoides.

A partir desta analise de BLASTp, pode-se observar na Tabela 2 que foram realizadas 3 etapas
de remocdo de peptideos indesejados em relagdo a cada um dos 11 proteomas analisados e
atraves de tal analise, com inicio de 10000 sequéncias, foram obtidos ao final um total de 442

peptideos restantes para entdo se iniciar as analises imunologicas.

Tabela 2: Processo de remocao de peptideos por filtragem e relagdo ao proteoma de outros helmintos.

ETAPA DE REMOQAO N° PEPTIDEOS TOTAL DE PEPTIDEOS
REMOVIDOS RESTANTES
Remocdo de peptideos que | 9180 820

apresentaram ldentidade X
Cobertura acima de 6.000
com qualquer uma das 11
espécies de helmintos

Remocdo de peptideos 47 773
repetitivos
Remocdo do peptideo de 331 442

menor score, quando possui
alta similaridade com outro
peptideo

5.2 Imunoensaio com peptideos ligados a membrana

Para que seja possivel analisar os 442 peptideos anteriormente preditos, estes mesmos foram
sintetizados em uma membrana de celulose através de um sintetizador automatizado. Nesta
membrana foram testados 4 grupos de pool de soros (Figura 5), sendo eles: pool de individuos
infectados de area endémica (T0); pool de individuos 30 dias pds tratamento (30D); pool de
possiveis reagdes cruzadas (RC) e pool de individuos ndo infectados de area ndo endémica
(CN).
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Figura 5: Revelagdes das membranas do imunoensaio realizadas através do fotodocumentador
ImageQuant LAS 4.000, onde podem ser observados spots em tonalidades diferentes. Os spots claros
correspondem aos peptideos ndo reativos e 0s mais escuros correspondem aos peptideos mais reativos,
todos de acordo com o grupo de soros analisados. As membranas estdo sinalizadas de A a D, onde a) é
referente ao pool de soros de individuos infectados (T0); b) pool de soros de individuos 30 dias p6s
tratamento (30D); c) pool de soros de reagdo cruzada (RC) e d) pool do controle negativo (CN).

5.3. Densitometria
Através do Software Imagel e a sua extensdo ProteinArrayAnalyze (NIH), cada imagem da
membrana obtida na revelacdo do immunobloting foi analisada, gerando uma tabela para
analises quantitativas e imagens com os padrdes de reatividade de cada spot, através de escala

colorimétrica (Figura 6).
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Figura 6: Andlise densitométrica pds immunobloting. Todos os spots estdo representados em escala
colorimétrica, onde os extremos vao do preto ao branco. Sendo que, quanto mais préximo do preto
menos reativo é aquele spot ou quando preto aquele spot ndo é reativo e quanto mais proximo do branco
mais reatividade aquele spot apresenta, assim como demonstrado na escala na parte superior da imagem.
a) soros de individuos infectados de area endémica; b) soros 30 dias ap6s realizado o tratamento; c)
soros de possiveis reacdes cruzadas e d) controle negativo. Todas as imagens possuem 0 mesmo tempo
de exposicao de 30 segundos.

Além dos dados densiométricos através de escala de colorimetria, foi gerada também uma
tabela com dados numéricos dos pepitideos selecionados.

A seguir nas tabelas 3 a 5, observa-se os dados densitométricos dos peptideos. Cada linha se
refere aum peptideo diferente. A primeira coluna se refere a posigdo que o peptideo se encontra
na membrana; a segunda coluna aos seus respectivos pesos moleculares; as 4 colunas finais se
referem aos valores densitométricos de cada grupo de soros, sendo, CN: controle negativo; RC:
possiveis reagdes cruzadas; TO: individuos infectados e 30D: 30 dias pos tratamento. As

sequéncias peptidicas ndo foram apresentadas por ndo possuirem ainda deposito de patentes.



Tabela 3: Peptideos reativos para 0s soros do grupo TO
CN: Controle negativo; RC: Reacdo cruzada; TO: Infeccdo em paténcia e 30D: 30 dias pos tratamento.
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Posicédo na Peso CN RC TO 30D

Membrana | Molecular
Cl4 1724,842157 | 23567,75 19593,25 27488 20817
J14 1745,871667 | 24285,75 19265,25 34329 21967
C18 1641,855348 | 1943,75 14996,25 27905 23765
M18 1839,012184 | 23672,75 18209,25 43817 24442
F19 1757,867643 | 23684,75 25592,25 32617 19179
119 1580,816503 | 25177,75 12871,25 28320 12669
G20 1865,92516 8579,75 19762,25 27500 13196
021 1673,812815 | 30222,75 22849,25 33339 18660
T22 1756,882289 | 33657,75 23380,25 31811 17296
G24 1792,882291 | 24075,75 17572,25 33091 18722
T25 1805,917948 | 26167,75 11194,25 30853 11503
J26 1454,719434 | 15417,75 20781,25 32036 16637
J27 1774908112 | 24721,75 22230,25 32813 24173
C30 1564,734898 | 34249,75 24112,25 30480 22316
H30 1574,805939 | 28204,75 27334,25 30615 16530

Tabela 4: Peptideos reativos para os soros do grupo 30D.
CN: Controle negativo; RC: Reacdo cruzada; TO: Infeccdo em paténcia e 30D: 30 dias p6s tratamento.

Posicédo na Peso CN RC TO 30D
Membrana | Molecular
E09 1466,580416 | 4649,75 760,25 51 35332
M27 1775,73669 | 34925,75 21048,25 22412 34726




Tabela 5: Peptideos reativos para 0s soros dos grupos TO e 30D simultaneamente.

CN: Controle ne
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ativo; RC: Reacdo cruzada; TO: Infeccdo em paténcia e 30D: 30 dias pds tratamento.

Posicdo na Peso CN RC TO 30D
Membrana | Molecular
S11 1778,954669 | 30544,75 19797,25 27631 29582
N14 1840,981554 | 29652,75 21052,25 48547 28444
C15 1675,878768 | 35940,75 16495,25 30633 39269
015 1629,760108 | 29158,75 23190,25 34203 28362
T19 1626,819299 | 33956,75 21088,25 51910 41362

Conforme a Figura 7, foi criado um diagrama de Venn com a quantidade de peptideos

reativos para 0s grupos de interesse. Sendo, 15 peptideos reativos apenas para o grupo TO; 2

peptideos apenas para o grupo 30D e 5 peptideos que foram reativos para os dois grupos

simultaneamente.

Figura 7: Diagrama de Venn os peptideos reativos. Sendo a cor azul representando o grupo

TO - 30 Dias

de infeccdo em paténcia (T0); Vermelho representando o grupo de 30 dias pos tratamento

(30D) e a cor Vinho representando os peptideos reativos para os dois grupos

simultaneamente.
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6. DISCUSSAO

A esquistossomose mansonica possui grande impacto no sistema de satde publico e o sucesso
dos métodos de controle adotados dependem da correta identificacdo dos individuos infectados,
atraves do diagndstico. O método padrdo de diagnostico utilizado e recomendado pela OMS é
0 exame parasitoldgico de Kato-Katz (KATZ; CHAVES; PELLEGRINO, 1972). Exame que
apresenta grandes limitagdes quanto a sua sensibilidade, o que acarreta em grande dificuldade
para se obter maior controle da infeccdo no pais. Com isso, estudos a fim de se aprimorar ou
até de se produzir um novo método diagndstico mais sensivel tém sido realizados (UTZINGER
et al., 2001; SIQUEIRA et al., 2011). Como exemplo, existe disponivel comercialmente um
teste rapido (point-of-care circulating cathodicantigen - POC-CCA), um método de diagndstico
rapido de urina, que além de mostrar se o individuo esta infectado ou ndo com o parasito,
também possibilita a elucidacdo do seu nivel de parasitemia (VAN DAM et al., 2004). Mas,
ainda sim € um método que possui limita¢fes no diagnostico, necessitando de ajustes (VIANA
et al., 2019). Alguns outros métodos como ELISA e PCR, apresentam 6tima sensibilidade na
detec¢do da presenca do parasito no individuo, podendo ser 6timas op¢des de diagnostico para
a esquistossomose mansénica, mas necessitam de boa estrutura laboratorial, o que impossibilita
seu uso em campo, além de necessitar de mao de obra qualificada para sua realizacdo
(WEERAKOON et al., 2015; DOENHOFF; CHIODINI; HAMILTON, 2004).

A fim de superar tais limita¢cdes no diagndéstico da infeccdo, este trabalho teve como objetivo
selecionar e caracterizar alvos imunogénicos para que seja possivel produzir um teste rapido
para o diagnostico de S. mansoni, apresentando uma grande facilidade para ser usado em campo
e em larga escala, por ser portétil e independente de médo de obra especializada para a sua
utilizacdo e uma alta sensibilidade, evitando resultados cruzados com infec¢do por outros
parasitos. Como por exemplo as geo-helmintoses, que sdo causadas por helmintos parasitos
gue em determinada fase necessitam passar pelo solo para dar continuidade ao seu ciclo de vida
(JOURDAN et al., 2018). Estes helmintos, assim como S. mansoni, s&0 comumente
encontrados em paises subdesenvolvidos que possuem debilitacdo em saneamento bésico e
distribuicdo de &gua, trazendo com isso grande limitagdo quanto a higiene bésica da populacéo
atingida (HOTEZ et al., 2014). Quando em localidades que apresentam baixas ou moderadas
endemicidades, seus sintomas podem ser inespecificos ou até inexistentes, o que dificulta a
identificacdo destes individuos infectados e consequentemente seus respectivos diagnosticos e
tratamentos (ROBERTS, 2009; COOPER; BUNDY, 1988; KHUROO; KHUROO; KHURQOO,
2010; AKUTHOTA; WELLER, 2012).
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Sendo assim, foi realizada uma etapa na predicdo e selecdo dos peptidios atraves de biologia
computacional com a finalidade de triar as sequéncias de S. mansoni através de um filtro, tendo
a finalidade de remover qualquer sequéncia semelhante ao proteoma destes outros helmintos
que pudessem gerar conflitos no diagnostico devido a possiveis reagbes cruzadas. Uma vez
que, por serem de grupos proximos e estarem presentes nas mesmas areas, ha possiveis chances
de ocorrerem sobreposi¢cfes entre os proteomas de geo-helmintos com os proteomas de S.
mansoni (VLAMINCK et al., 2021; SILVA-MORAES et al., 2018)). Sendo elas: Fasciola
hepatica, Taenia solium, T. saginata, Hymenolepis nana, H. diminuta, Ascaris suum, A.
lumbricoides, Ancylostoma duodenale, Necator americanus, Trichuris trichiura, Enterobius
vermicularis, Strongyloides stercoralis e Toxocara canis. Apds esta etapa de remogéo foram

selecionados entdo 422 peptideos para a realizagdo dos testes imunolégicos.

Ao considerarmos que grande parte das areas endémicas do Brasil para S. mansoni séo de baixa
a moderada endemicidades, onde a maioria dos individuos infectados s&o considerados baixa
carga parasitaria (KATZ, 2018; SILVA-MORAES et al., 2019), e o atual método diagnostico
apresenta grande limitacdo em areas que apresentam este cendrio epidemioldgico, 0 que gera
um enorme comprometimento nas estratégias de controle da esquistossomose no pais. E de
extrema importancia o desenvolvimento e utilizacdo de um teste diagnostico que apresente
maiores niveis de sensibilidade (KATZ, 2018; OLIVEIRA etal., 2018; OLIVEIRA et al., 2018;
SILVA-MORAES et al., 2018; SILVA-MORAES et al., 2019). O que nos leva a obter maiores
curiosidades direcionadas ao desenvolvimento de novos métodos sorolégicos. Porém, uma das
discussdes levantadas em relacdo ao diagnéstico sorolégico, podendo ser considerada como
uma importante limitacdo € de que a sorologia possui consideravel desvantagem por nao
permitir a diferenciacédo de infeccdo passada para infecgdo ativa no individuo acometido. Tendo
em vista que, as imunoglobulinas especificas do parasito podem ser mantidas em nivel de pré-
tratamento ou até aumentarem apds a realizagdo do tratamento. Assim como as respostas de
citocinas podem ser alteradas, podendo até aumentar apds o tratamento com praziquantel
(REQUENA-MENDEZ et al., 2013; CALDAS et al., 2008). Tomando em conta tais
observac0es, para este ensaio foi escolhido o anticorpo IgG, e esta escolha se deve aos fatos
primeiramente de que a producédo de 1gG e suas subclasses € muito maior que a producao dos
outros anticorpos, e até entdo ndo existem evidéncias experimentais da inibi¢do de IgG reativo
ao parasito por qualquer outra classe de imunoglobulina (RIHET et al., 1992). Além de que a
resposta humoral (1gG, IgM e IgE) em individuos infectados frente aos antigenos do ovo ou do

verme adulto do parasito ndo difere especificamente a fase aguda de fase cronica (CALDAS et
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al., 2008). Ou seja, escolhemos primeiramente um anticorpo mais abundante, para depois
aprofundarmos as andlises utilizando outras classes de imunoglobulinas, especificando ainda
mais os resultados.

Posto isto, ao realizarmos o ensaio de immunobloting utilizando 1gG como anticorpo
secundario, foram selecionados peptideos especificos para dois grupos de soros diferentes,
sendo 15 peptideos especificos para o grupo TO e 2 peptideos especificos para o grupo 30D.
Abrindo entdo perspectivas para novos estudos com uma maior quantidade de amostras de
soros e de forma individual. Podendo nos direcionar a possiveis resultados mais especificos
sobre a reatividade de tais peptideos, além de nos permitir analises de forma mais focada sobre
indicadores de infeccdo ativa e indicadores de remissdo, o que pode auxiliar futuramente no

monitoramento e controle de cura dos individuos nas areas endémicas.

Apesar das possiveis limitacfes apresentadas pelo teste rdpido, ele ainda traz consigo
importantes vantagens no controle da esquistossomose mansénica. Primeiramente pode-se citar
a otimizacdo do tempo tanto da testagem, quanto da espera dos resultados. Além de que a
presente funcdo deste teste é de servir como um método de triagem para o teste parasitoldgico,
onde apenas os individuos cujo resultado for positivo, irdo realizar o teste de Kato-Katz. Com
isso, o tratamento sera direcionado corretamente apenas aos individuos realmente infectados,
0 que também ira diminuir as chances de resisténcia ao anti-helmintico (WANG; WANG;
LIANG, 2012; BOTROS; BENNETT, 2007).

Tomando em conjunto estes principais pontos citados, o teste auxiliara no aperfeicoamento do
controle da parasitose nas areas endémicas, diminuindo custos com tratamento, méo de obra e
estrutura, além de agilizar todo o processo entre o diagndstico e tratamento. trazendo consigo
ainda uma maior sensibilidade, que contribuird na deteccdo de individuos positivos que
possivelmente resultariam como falso negativo no método atualmente utilizado. O que
supostamente possibilitard a elucidacdo do real nimero de casos positivos e com isso propiciar
um progresso no controle da infeccéo nas localidades endémicas através do devido tratamento
e monitoramento dos casos, favorecendo assim o direcionamento dos programas de controle
da esquistossomose no Brasil. Futuramente sera produzida uma proteina quimera contendo a
sequéncia dos peptideos selecionados para que seja desenvolvido o teste rapido que ira ser
utilizado como método de triagem para o diagndstico parasitoldgico em larga escala, para ser
utilizado em campo.

Através deste trabalho podemos concluir que é praticavel a utilizacdo de peptideos como base

antigénica para o reconhecimento da infeccdo por S. mansoni. Resultando no possivel
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desenvolvimento de um novo método diagndstico que apresente maior sensibilidade em relacéo
ao atual utilizado e que possibilite um facil manejo em campo e em larga escala. O que trara
um maior alcance as populagdes das areas endémicas, e assim auxiliard no controle e

possivelmente na eliminacdo da esquistossomose mansonica no Brasil.
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