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RESUMO

A esquistossomose continua sendo uma das infecgbes parasitarias mais
prevalentes no mundo. Para o controle e monitoramento efetivo dessa doenca é
essencial que se disponha de métodos diagndsticos cada vez mais acurados. O
exame parasitologico de fezes, utilizando-se a técnica de Kato-Katz, é a principal
forma de diagnosticar a esquistossomose mansoni, embora esse método de
diagnéstico ndo seja satisfatdorio quando a carga parasitaria dos individuos
infectados é baixa. Outras técnicas sorologicas para o diagnéstico estao disponiveis,
entretanto estas apresentam limitacdes. Neste trabalho foram realizadas analises in
silico utilizando o banco de dados gendmico para o parasito Schistosoma mansoni -
SchistoDB e vérias ferramentas de bioinformatica para selecionar antigenos
candidatos a serem utilizados no imunodiagndéstico da doenca. Seis antigenos foram
selecionados baseados na evidéncia de expressdo génica em diferentes fases do
ciclo de vida do parasito no hospedeiro definitivo, presenca de peptideo sinal,
localizac&o celular, semelhanca com proteinas humanas e de outros helmintos e
presenca de epitopos preditos de célula B. Através da técnica de Western blot
utilizando antigenos de extrato de verme adulto e de esquistossdmulos foi
demonstrado que antigenos com peso molecular semelhante aos selecionados in
silico foram reconhecidos apenas por soro de camundongos infectados com S.
mansoni. Dos seis antigenos, um corresponde a proteina Sm200. Uma parte desta
proteina, correspondente aos aminoacidos 1069 a 1520, foi expressa em sistema de
expressdo em procariotos e avaliada por Western blot e ELISA frente a soros de
camundongos infectados e néo infectados. Nossos resultados demonstram que
apesar da proteina recombinate Sm200(1069-1520) ser reconhecida por soro de
camundongos infectados pela técnica de Western blot, nos ensaios de ELISA o uso
desta proteina como antigeno resultou 97,5% de especificidade e 75% de

sensibilidade no diagnostico de infec¢des cronicas.
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ABSTRACT

Schistosomiasis remains one of the most prevalent parasitic infections
worldwide. In order to achieve disease control the availability of a more accurate
diagnosis method is necessary.The stool examination using the Kato-Katz method is
the major diagnostic test to Schistosomiasis mansoni, however this method is not
satisfactory when the worm burden of infected individuals is low. Other serological
techniques for the diagnosis of schistosomiasis are available, but these techniques
present some limitations. In the present work, in silico analyses were performed
using the genomic database for the parasite Schistosoma mansoni - SchistoDB and
different bioinformatics tools for selecting antigens candidates to be used in the
immunodiagnosis of the disease. Six antigens were selected based on the evidence
of gene expression at different phases of the parasite life cycle in the definitive host,
presence of signal peptide, cellular location, similarity with human and other
helminthic proteins and presence of predict B cell epitopes. Antigens with molecular
weight similar to those selected in silico were recognized by sera from S. mansoni
infected mice in a western blot using antigens derived from adult worm and
schistosomula extracts. Among the six antigens selected, one corresponded to the
protein Sm200. A part of this protein — containing the amino acids 1069 to 1520 —
was expressed in bacteria, and its recognition by sera from infected mice was
evaluated in Western blot and ELISA. Our results demonstrated that although the
recombinant protein Sm200(1069-1520) is recognized by sera from infected mice in
Western blot, the use of this antigen in ELISA resulted in 97.5% specificity and 75%

sensitivity for the diagnosis of chronic infections.
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1 INTRODUCAO

1.1 Esquistossomose

As doencas parasitarias podem ser vistas como um reflexo da situacdo
econdmica e social dos paises em desenvolvimento, afetando de forma consideravel
suas populacdes pobres e marginalizadas. Neste contexto, as esquistossomoses
aparecem como uma das infec¢des parasitarias mais prevalentes no mundo, sendo
endémicas em 76 paises e territérios distribuidos pela Africa, Asia e Américas
(Engels et al.,, 2002). As esquistossomoses sao causadas por trematddeos
digenéicos, pertencentes ao género Schistosoma, sendo cinco as espécies que
afetam o homem em todo o mundo: Schistosoma japonicum, S. haematobium, S.
intercalatum, S. mekongi e S. mansoni (Chitsulo et al., 2000; WHO, 2003). Acredita-
se que 207 milhdes de pessoas estejam infectadas e 779 milh6es expostas ao risco
de contrair a doenca (Steinmann et al., 2006; WHO, 2011). Além disso, cerca de 280
mil mortes por ano séo atribuidas as esquistossomoses (Van der Werf et al., 2003).
A esquistossomose € ainda a principal helmintose em termos de morbidade
causando perdas anuais de até 10,4 milhdes em DALY (Disability adjusted to life
year) (OMS, 2007). E uma doenca cronica e insidiosa, sendo pouco comum o
diagnéstico em estagios iniciais; sua evolucdo pode levar ao desenvolvimento de
formas clinicas incapacitantes para homens e mulheres em idades produtivas
(Engels et al., 2002).

Nos ultimos 50 anos houve uma mudanca na distribuicdo geografica da
esquistossomose, no entanto, mesmo com programas de controle implementados, o
namero de pessoas infectadas ou sob risco de contrair a doenca néo foi reduzido
(Engels et al., 2002).

1.2 Esquistossomose mansoni

No Brasil, a esquistossomose é causada pelo S. mansoni e consiste em um
grave problema de saude publica. Nas regides sudeste e nordeste, existem areas de
intensa transmissdo, desde o Maranhdo até o Espirito Santo e Minas Gerais,

existindo ainda focos isolados nos estados do Piaui, Para, Rio de Janeiro, Sao
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Paulo, Parana, Santa Catarina, Rio Grande do Sul, Goias e Tocantins (Coura &
Amaral, 2004).

Apesar dos sucessivos programas de controle realizados no Brasil, a doenca
se encontra em expansao adquirindo um novo perfil epidemioldgico (Barbosa et al.,
2008). Entre os fatores desta expansdo da doenca destacam-se: caréncia de
saneamento béasico possivelmente associado ao ritmo de crescimento populacional e
a ocupacao desordenada dos espacos urbanos, migracdo de portadores do parasito
para areas indenes; dispersdes dos moluscos transmissores (Paraense e Corréa,
1987), além de disturbios provocados pela modificacao irracional dos ecossistemas
primitivos (Silva, 1997). O aumento consideravel do nimero de pessoas associadas
ou vivendo proximas as regibes de intensa irrigacdo, assim como grandes
reservatorios de agua, é também um importante fator de risco de transmissdo da
esquistossomose (Steinmann et al., 2006). Segundo a Organizacdo Mundial da
Saude (WHO, 2010), no Brasil existem aproximadamente 7 milhdes de pessoas

infectadas e outras 42 milhdes vivendo em &area de risco.

1.3 Ciclo de vida do Schistosoma mansoni

O S. mansoni possui um ciclo evolutivo complexo que envolve uma
reproducdo assexuada ocorrida no molusco, um caramujo do género Biomphalaria
sp. (hospedeiro intermediario) e uma reproducdo sexuada ocorrida no hospedeiro
vertebrado. O ciclo de vida do S. mansoni tem inicio quando os ovos sao eliminados
junto as fezes do hospedeiro vertebrado no meio aquéatico liberando os miracidios,
0S quais irdo penetrar nos moluscos. Apos uma série de transformacdes, a larva
passa a ser chamada esporocisto primario e, posteriormente, esporocisto
secundario, nos quais as células germinativas multiplicam-se dando origem as
cercarias de cauda bifurcada, apos 25 a 30 dias. As cercarias eliminadas pelo
molusco nadam ativamente e, ao encontrar o hospedeiro definitivo, penetram na
pele ou mucosas e perdem a cauda, transformando-se em esquistossdomulo. Estes
alcancam os vasos sanguineos sendo levados aos pulmdes e destes para o sistema
porta hepatico, onde ocorre a maturacdo dos vermes. Apds 0 acasalamento, 0s
vermes adultos alcangcam as veias mesentéricas inferiores onde realizam a postura
dos ovos. Parte desses ovos ganham a circulacdo e depositam-se em Orgdos como

o figado, levando ao desenvolvimento de uma reacdo granulomatosa que resulta na
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formacdo dos granulomas, enquanto outros ovos podem depositar-se nas paredes
intestinais, e parte destes alcancar a luz intestinal sendo eliminados junto as fezes,

dando continuidade ao ciclo. (Figura 1) (Coles, 1973).
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Figura 1 - Ciclo de vida do Schistosoma mansoni

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

1.4 Estratégias de controle da esquistossomose

Em relacdo ao controle da esquistossomose, a adocdo de medidas de
saneamento basico € o método profilatico ideal, o qual impede, ndo s6 a
transmissdo da esquistossomose mansoni, mas também outras doencas
relacionadas a agua contaminada por fezes. Porém, o precario padrao socio-
econdmico dos paises endémicos para a doenca dificulta a ado¢cdo desta medida
profilatica. O principal método de controle da esquistossomose atualmente baseia-

se na quimioterapia (El-Ansary et al.,, 2006) e os dois farmacos utilizados no
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tratamento sdo a oxamniquina (OXA) (Mansil — Pfizer S.A) e o praziquantel (PZQ)
(Farmanguinhos - Fundagdo Oswaldo Cruz/ FIOCRUZ). O praziquantel €,
atualmente, o medicamento de escolha, segundo a Organiza¢cdo Mundial de Saude
(OMS), sendo efetivo contra as cinco espécies de Schistosoma que infectam o
homem (Doenhoff et al., 2002).

O grande numero de individuos infectados somados as constantes
reinfecgbes e as frequentes migracdes de individuos infectados, associadas a um
saneamento basico precario resultam em constantes reinfeccbes em moradores de
areas endémica e no aparecimento de novos focos da doenca, demonstrando assim
a ineficacia do tratamento no controle da transmissédo da esquistossomose (Barbosa
et al., 2008; Bergquist and Colley, 1998). Além disso, a eficacia do praziquantel na
cura da doenca também €& questionavel. De acordo com Cunha (1992) foi
demonstrado um percentual de cura de 92% em pacientes tratados com praziquantel
qguando a cura foi diagnosticada por exame de fezes (Kato-Katz), enquanto apenas
29% de cura, quando a mesma foi diagnosticada pela biopsia retal. Isso demonstra,
portanto, que o monitoramento de cura dos individuos infectados apresenta
limitacBes. Outro problema gerado pelo elevado niamero de infeccdes e reinfeccbes
em moradores de areas endémicas associado a pressao seletiva exercida no
parasito pelo constante tratamento da populacdo é o aparecimento de cepas do
parasito resistentes as drogas que estédo disponiveis no mercado (Fallon e Doenhoff,
1994).

No Brasil, atualmente a estratégia de controle da doenca tem sido o
tratamento de individuos infectados, buscando reduzir a morbidade (Barbosa e
Coimbra, 1992; Magnussen, 2003). O Programa de Controle da Esquistossomose
(PCE), implantado no Brasil entre 1976 e 1993, resultou em significativa reducéo da
prevaléncia da doenca e também da incidéncia de formas graves, no entanto, foi
observado o surgimento de novos focos (Katz, 1998). Resultados recentes sugerem
gue a prevaléncia da esquistossomose no Brasil esta sendo subestimada devido a
dificuldade de se diagnosticar individuos com baixa carga parasitaria (Enk et al.,
2008).

Neste contexto, torna-se necessario o desenvolvimento de métodos
diagnésticos mais sensiveis para monitorar o impacto das estratégias de controle

da doenca na prevaléncia e transmissao da mesma.
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1.5 Diagnéstico da esquistossomose

O diagnostico de alta sensibilidade para a esquistossomose é um instrumento
vital para se conhecer a real prevaléncia da doenca, avaliar com precisdo a cura
apos intervencoes terapéuticas, e para avaliar o sucesso das estratégias de controle,
sendo este conhecimento uma ferramenta fundamental no controle da transmisséo
da doenca (Berhe et al., 2004).

Os métodos diagndsticos atualmente disponiveis dividem-se em dois grupos,
0s métodos diretos e os métodos indiretos. No primeiro, tem-se a deteccdo do
parasito ou suas partes, como ovos, substancias antigénicas ou fragmentos
moleculares. Ja no segundo, tém-se evidéncias indiretas da infeccdo pelo S.
mansoni pela demonstracao de reatividade celular a antigenos do parasito ou pela
deteccdo dos anticorpos especificos no soro do hospedeiro (Rabello, 1990). A
demonstracdo direta do ovo ou do miracidio constitui método de diagndstico de
certeza. Porém, exames parasitolégicos negativos ndo significam necessariamente
que os individuos nao estejam infectados (Chieffi et al., 1978). Este tem sido ainda
hoje um dilema encontrado no diagnostico da doenca, pois quando se avalia a
prevaléncia por meio de técnicas parasitoldgicas, pode-se ter uma idéia falsa da real
prevaléncia da doenca, principalmente em areas com individuos que apresentam
baixa intensidade de infec¢do, o que impacta diretamente no controle da doenca (De
Vlas et al., 1992; Enk et al., 2008).

Os métodos parasitolégicos de fezes sdo divididos em qualitativos e
quantitativos. Os métodos qualitativos detectam somente a presenca dos ovos do
parasito. O Método da Sedimentacdo Espontanea (HPJ) que foi descrito por Lutz
(1919) e padronizado por Hoffmann, Pons e Janer (1934) consiste basicamente na
mistura das fezes com agua que sera filtrada e mantida em repouso. Essa
sedimentacdo € inserida em lamina, feito um esfregagco e observado em
microscopio. E um método bastante utilizado em laboratérios de analises clinicas ou
inquéritos coproparasitélogicos, por possibilitar diagnéstico simultdneo de outras
parasitoses. O método de flutuagdo (Willis, 1921) e o método de centrifugacdo em
éter sulfdrico (Blagg et al., 1955) também sdo métodos qualitativos, mas pouco
utilizados em estudos populacionais.

Os métodos quantitativos além de detectar a presenca do parasito,
determinam o numero de ovos ou miracidios presentes por grama de fezes. O

meétodo de Kato-Katz (Katz et al., 1972) consiste ha demonstracdo microscopica de
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ovos nas fezes e é recomendado pela OMS. Ele é um método amplamente utilizado,
principalmente por seu baixo custo operacional e pela praticidade em situacdes de
infra-estrutura laboratorial precaria (WHO, 1993). Entretanto, as redu¢fes da carga
parasitaria de individuos tratados através dos programas de controle indicam a
necessidade de examinar um numero maior de laminas, o que nao € feito em
levantamentos epidemioldgicos (Enk et al., 2008). Os métodos de Eclosdo de
miracidios (Zicker et al.,1977; Jurberg et al., 2008), Gradiente salinico (Coelho et al.,
2009) e Helmintex (Teixeira et al., 2007) também sdo métodos quantitativos e estao
em processo de validacdo. E possivel ainda realizar analises por bidpsia retal para
percepcdo de ovos no tecido, no entanto, este € um método bastante invasivo e
pouco utilizado na pratica clinica, a ndo ser em alguns casos onde a patologia
atingiu pontos criticos para a saude do paciente, e a confirmacédo dos resultados
obtidos por outras técnicas, precisam ser realizadas (Ferrari et al., 2003). Por esse
motivo, a associacdo de técnicas moleculares e imunoldgicas vem se mostrando
sensiveis e promissoras na identificacdo do parasito em amostras com resultados
croposcopicos negativos.

Outras metodologias utilizadas para o diagnéstico da esquistossomose
envolvem os testes soroldégicos como a imunofluorescéncia, imunoaglutinacéo e o
ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent assay). A imunofluorescéncia é uma técnica
gue permite visualizar a reatividade de anticorpos presentes no soro dos individuos
em suspensfes celulares utilizando corantes fluorescentes, entretanto, a
necessidade do microscopio de fluorescéncia limita a utilizacdo do método em areas
endémicas com pouca estrutura (Deelder et al., 1989; Schisio et al., 1989). A
imunoaglutinacdo (Wang et al., 2006) possui baixa sensibilidade e uma complexa
obtencdo de fases do parasito (Coelho et al., 1991). O ELISA pode ser utilizado
tanto para deteccdo de antigenos do parasito quanto para deteccao de anticorpos
especificos no soro dos individuos. O imunodiagnostico da esquistossomose por
deteccdo de antigenos circulantes especificos baseia-se na presenca de antigenos
do parasito na circulacdo sanguinea humana (De Jonge et al., 1991). As abordagens
para a deteccao de antigenos circulantes geralmente envolvem captura do antigeno
por anticorpos monoclonais. Dois dos antigenos circulantes mais comumente
utilizados sao as glicoproteinas AAC (Antigeno Anddico Circulante) e ACC (Antigeno
Catddico Circulante), derivadas do epitélio intestinal dos parasitos (Deelder et al.,

1980) e, sendo a presenca destes antigenos indicativa de infeccdo ativa. A
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desvantagem da deteccdo de antigenos circulantes se deve ao fato de ser baixa a
sensibilidade desse tipo de ensaio nos casos em que a prevaléncia e intensidade de
infeccdo sd@o baixas, podendo até mesmo ser inferior aos testes parasitologicos (De
Jonge et al., 1991).

Apesar de ambos os tipos de deteccBes serem considerados promissores, a
deteccdo de anticorpos tem apresentado baixa especificidade, além de né&o
diagnosticarem a cura ap0s tratamento (Bdul-Fattah et al., 2000; Derouin et al.,
1980; Da silva et al., 2000). Uma das dificuldades iniciais no desenvolvimento de
testes sorologicos é a escolha dos antigenos apropriados. Existem diversos fatores
que influenciam a escolha de um antigeno para ser utilizado no diagnéstico como:
produtividade e facilidade de obtencgéo, elevada estabilidade em condi¢des simples
de estocagem, imunogenicidade, especificidade e compatibilidade com técnicas
sorologicas baratas e simples (Doenhoff et al., 2004). A ocorréncia de reacdes
cruzadas, principalmente observadas com o uso de antigenos brutos que contém
fracOes antigénicas compartilhadas com diversos parasitos, também é um dos
grandes problemas do uso destes antigenos. O desenvolvimento da biologia
molecular somado a disponibilidade de sequéncias gendmicas completas dos
parasitos, proporciona a busca por antigenos potencialmente imunogénicos e
especificos do S. mansoni que possam ser produzidos como antigenos
recombinantes ou na forma de peptideos sintéticos para serem incorporados a
testes soroldgicos.

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), um teste molecular de
diagnostico para deteccdo de DNA do parasito nas fezes, pode apresentar alta
especificidade e sensibilidade, porém, possui alto custo e alta complexidade quanto
ao manuseio de equipamentos (Obeng et al., 2008; Kjetland et al., 2009), sendo de
dificil implementacdo em areas endémicas. Esta técnica com modificagbes, como a
PCR-ELISA, esta em fase de validacdo, apesar do custo relativamente alto tem
apresentado bons resultados preliminares, principalmente levando em consideragao
a quantidade de amostras que podem ser analisadas simultaneamente (Gomes et
al., 2010).
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1.6 Genoma do Schistosoma mansoni

Atualmente a abordagem mais promissora para a identificacdo de novos alvos
de vacinas, drogas e antigenos para diagndéstico, assim como para a compreensao
da resisténcia a drogas, diversidade antigénica, infectibilidade e patologia, consiste
em compreender e decifrar as informac¢des nos genomas dos parasitos (TDR/WHO,
2005)

O genoma hapléide do S. mansoni com 270 Mb apresenta 34% de contetdo
G+C e aproximadamente 15000 a 25000 genes (Franco et al., 2000; LoVerde et al.,
2004), distribuidos em 8 pares de cromossomos. O S. mansoni encontra-se entre 0s
primeiros animais que desenvolveram dimorfismo sexual e cromossomos sexuais
heterogaméticos (Verjovski-Almeida et al.,, 2003). A fémea é heterogamética,
possuindo um par de cromossomos ZW, e 0 macho um par ZZ.

O estudo do transcriptoma de S. mansoni foi uma iniciativa brasileira,
financiada por agéncias locais que, teve inicio em 1992 por meio de um projeto
colaborativo entre instituicdes brasileiras, financiado por agéncias nacionais (Franco
et al., 2000). A partir de 1994, a Organizacdo Mundial de Saude iniciou o
financiamento da Rede Genoma de Schistosoma para a descoberta de novos genes
com o objetivo final de identificar novos alvos para o desenvolvimento de drogas,
vacinas e ferramentas diagndsticas. Durante este periodo a comunidade cientifica
mundial produziu aproximadamente 16.000 ESTs. Recentemente, foram realizados
dois grandes projetos brasileiros de sequenciamento do transcriptoma do S. mansoni
(Oliveira et al., 2001). O primeiro projeto foi financiado pela FAPESP/MCT/CNPq e
utilizou uma biblioteca de verme adulto e minibibliotecas de ORESTES de seis
estagios do ciclo de vida do parasito (Verjovski-Almeida et al., 2003).

O projeto gerou 124.681 ORESTES e ESTs uteis de S. mansoni que foram
agrupadas resultando em 30.988 SmAE (Schistosoma mansoni assembled ESTS)
correspondendo a aproximadamente 92% do transcriptoma. Dentre as SmAEs
anotadas, 23% encontraram relagdo com outras sequéncias de S. mansoni ja
depositadas, tendo 2% delas identidade com genes conhecidos e 21% com ESTs
depositadas no dbEST. Os outros 73% nao encontraram relacdo com sequéncias de
S. mansoni, sendo descritas como novos genes relatados de S. mansoni. A
comparacdo das ESTs de S. mansoni com seqUéncias dos bancos de dados
permitiu identificar um grande nimero de genes de interesse (Verjovski-Almeida et
al., 2003). O segundo projeto, financiado pela FAPEMIG/MCT/CNPq, consistiu de
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uma rede gendmica formada por instituicoes do Estado de Minas Gerais que
caracterizou o transcriptoma de diferentes estagios de desenvolvimento do parasito,
a partir da geragéo de aproximadamente 42.500 ESTs convencionais (Oliveira et al.,
2007).

A iniciativa internacional para o sequenciamento do genoma completo do
organismo foi conduzida pelo Instituto The Institute for Genomic Reasearch - TIGR
em associagdo com o Welcome Trust Sanger Institute — WTSI, por meio de
financiamento do National Institute of Health — NIH e da Welcome Trust,
respectivamente (LoVerde et al., 2004). As Ultimas versdes do sequenciamento
gendmico e todas as andlises efetuadas estdo disponiveis nos bancos de dados on
line GeneDB produzido pelo WTSI, e no SchistoDB, banco de dados gendmicos
desenvolvido para incorporar todos os dados disponiveis sobre o S. mansoni.

A sequéncia do genoma nuclear de S. mansoni foi obtida por meio da
metodologia WGS (Whole Genome Shotgun). Essa técnica consiste na quebra de
DNA gendmico em pequenos fragmentos para sequenciamento, e a posterior
organizacdo da sequéncia desses fragmentos, para recompor a sequéncia original.
Este processo é realizado in silico. Em sua ultima versdo, os fragmentos foram
agrupados em 5.745 scaffolds com tamanho superior a 2kb, totalizando 363mbp.
Além disso, foram identificados 11.812 genes que codificam 13.162 transcritos.
Apesar de 45% do genoma ser composto de elementos repetitivos, 50% das bases
estdo presentes em contigs de tamanho maior que 16,3 kbp e em scaffolds maiores
que 824,5kbp. Ainda, a localizacdo cromossomal de 43% da montagem gendmica
utilizando-se hibridizacao in situ foi identificada (Berriman et al., 2009).

A disponibilidade de sequéncias gen6micas completas em combinagcdo com
novas tecnologias avancadas, como a bioinformética, microarranjos e proteémica,
revolucionaram a abordagem para o desenvolvimento de vacinas e proporcionaram
um novo impulso a pesquisas. Esta nova abordagem, baseada no genoma,
chamada de Vacinologia Reversa, tem sido aplicada com éxito para Neisseria
meningitidis soro grupo B, no qual as estratégias convencionais falharam em
fornecer uma vacina eficaz. O conceito de Vacinologia Reversa pode ser facilmente
aplicado a todos o0s 0s agentes patogénicos para 0s quais ainda nao existem
vacinas e podem ser estendidos aos parasitas e virus (Capecchi et al., 2004). Para
se determinar a posicdo provavel das proteinas dentro do organismo, é feito o

sequenciamento do genoma do agente e a andlise de suas proteinas, preditas
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através da bioinformatica e com base nas caracteristicas hidrofoébicas ou hidrofilicas.
Depois € avaliada sua capacidade teérica de produzir resposta imune. Os peptideos
selecionados podem, entdo, ser sintetizados ou expressos em vetores para a
comprovacdo de sua real capacidade de induzir imunidade em animais (Adu-Bobie
et al., 2003).

Neste contexto, seguindo o mesmo raciocinio da Vacinologia Reversa e
adaptando a mesma as particularidades da busca de antigenos para o diagndstico
de doencas, seria possivel, atraves das ferramentas de bioinforméatica, realizar
analises in silico para selecionar antigenos promissores para serem utilizados como

antigenos no diagnostico de parasitoses cujo genoma ja tenha sido sequenciado.

1.7 Bioinformatica

A Bioinformética é o campo da ciéncia que esta em crescimento e envolve o
uso de técnicas de matemética aplicada, criacdo e aperfeicoamento de algoritmos,
técnicas computacionais e estatisticas, e teoria da computacdo para resolver
problemas ligados ao gerenciamento e analise de dados biolégicos (Baldi and
Brunak, 2001; Baxevanis and Ouellette, 2005; Lesk, 2002).

Com o auxilio de programas computacionais € possivel extrair informacdes
relevantes a partir das sequéncias depositadas em banco de dados, desvendando
detalhes acerca da estrutura e funcdo dos genes e proteinas de interesse. Avancos
nesse campo implicam na imensa quantidade de dados disponiveis de sequéncias
gendbmicas e estrutura de proteinas e na disponibilidade de recursos
computacionais.

Para proporcionar um melhor entendimento das ferramentas computacionais,
utilizadas ao longo deste trabalho, uma breve descri¢éo sera feita.

O banco de dados genbmico para o parasita S. mansoni - SchistoDB
(www.schistodb.net) possui uma série de dados e os resultados de diferentes
analises computacionais, fornecendo atualmente cerca de 30 possibilidades de
consultas diferentes e diversas ferramentas para analisar, recuperar ou exibir 0s
dados. Uma vez que a selecdo desejada tenha sido alcancada, pode-se integrar
diferentes resultados de pesquisa utilizando a pagina "Historico de Consultas" e
refinar até que uma lista limitada de genes de interesse seja obtida, fornecendo um
namero razoavel de alvos para se trabalhar (Zerlotini et al., 2009.) A versédo do
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banco de dados SchistoDB 2.0 fornece o acesso ao mais recente seqienciamento
do genoma do S. mansoni da anotacdo obtida no Wellcome Trust Sanger Institute e
do genoma mitocondrial.

Uma das condicbes para que uma proteina seja considerada um bom
antigeno tanto para o desenvolvimento de vacinas quanto para serem utilizadas no
diagnostico da doenca é a sua localizacdo celular. Proteinas restritas ao
compartimento citosoélico ndo sdo bons alvos imunoldgicos, enquanto as proteinas
associadas a superficie ou proteinas secretadas sdo mais acessiveis ao sistema
imunologico do hospedeiro podendo levar & producédo de anticorpos especificos. O
programa SherLoc (Applied Bioinformatics Group) é um dos algoritmos disponiveis
para fazer a predicdo de localizacdo subcelular de proteinas (http://www-
bs.informatik.uni-tuebingen.de/Services/SherLoc/) baseando-se na predicdo de
quatro diferentes sequéncias classificadoras (peptideos alvo N-terminal, sinais
internos de ancora, composicdo global de aminoacidos e classificacdo de
sequéncias-motivo) e de um classificador baseado em texto (Shatkay et al., 2007).

Quatro desses classificadores (peptideos alvo N-terminal, sinais internos de
ancora, composicao global de aminoacidos e classificacdo texto) utilizam o
classificador de parametros SVM (support vector machine) para realizarem suas
analises. O SVM é um conceito em estatistica e ciéncia da computacdo para um
conjunto de métodos de aprendizagem que analisam dados e reconhecem padrbes
usando analises de classificacdo e regressdo (Vapnik, 1998). A classificacdo de
sequéncias-motivo utiliza uma busca por motivos que produz um vetor de
caracteristicas binarias indicando a presenca ou ndo de 43 sequéncias-motivo na
sequéncia de consulta. Os dados das 4 sequéncias classificadoras e da sequéncia
baseada em texto sdo integrados e analisados por SVM e resultam em uma melhor
predicédo de localizagéo celular da proteina

O programa SOSUI do Instituto Suico de Bioinforméatica (SIB) é dedicado a
analise de sequéncias de proteinas e estruturas (http://bp.nuap.nagoya-
u.ac.jp/sosui/sosui_submit.ntml). E uma ferramenta que faz a predicéo de uma parte
da estrutura secundaria de uma proteina a partir da sequéncia de aminoacidos para
determinar se a proteina em analise € soluvel ou transmembrana. O SOSUI faz a
busca por a hélices e diferencia essas hélices como sendo de proteinas soluveis ou

transmembrana baseando-se em 4 parametros fisico-quimicos: indice de hidropatia
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Kyte e Doolittle (Kyte e Doolittle, 1982), presenca de anfifilicos e sua localizacéo,
carga e extensdo dos aminoéacidos (Hirokawa et al 1998).

Um dos programas de busca por similaridade mais utilizado pela comunidade
cientifitca €& o BLAST (Basic Local Alingnment Search  Tool)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), que é um algoritmo otimizado para fazer
alinhamentos locais entre sequéncias de nucleotideos ou aminoéacidos, procurando o
maior grau de identidade ou similaridade respectivamente, entre a sequéncia em
estudo e sequéncias depositadas em um determinado banco de dados. Os
resultados dos alinhamentos gerados pelo BLAST sdo avaliados por dois valores
resposta: o “Score” e o “E-value” (valor esperado). O “Score” € um numero
constituido pela soma dos pesos atribuidos ao pareamento entre aminoacidos
idénticos (maior peso), similares (peso intermediario) e diferentes (peso negativo).
Logo, quanto maior o “Score”, maior a similaridade entre as sequéncias. Na verséo
atualizada do BLAST ainda considera-se na contabilizacdo do “Score” a presenca de
“gaps” que sao espacos introduzidos no alinhamento para compensar insercoes e
delecdes de uma sequéncia relativa a outra. O “E-value” € um valor calculado a
partir do “Score”, que fornece a nocdo de qual é a chance de se encontrar um
“Score” maior ou igual ao do alinhamento considerado dentro do banco de dados
pesquisado. Desta forma pode-se verificar que quanto maior o “Score” menor o “E-
value”.

A identificacdo e caracterizacdo de epitopos de células B desempenham um
papel importante na concepcdo de vacina, de testes de imunodiagnéstico, e na
producdo de anticorpos. Portanto, ferramentas computacionais para predizer
epitopos de célula B linear em sequéncias de proteinas sdo fundamentais. O
servidor BCPREDS (ailab.cs.iastate.edu/bcpreds) permite ao usuario escolher o
método para prever epitopos de célula B: BCPred e AAP e o comprimento dos
epitopos preditos variando de 12 a 22. Ambos utilizam o classificador de parametros
SVM (support vector machine) e o método AAP (Amino acid pair) difere-se do
primeiro por usar uma escala de antigenicidade com epitopos de célula B em pares
obtidos por decomposicdo continua associada ao parametro SVM (Chen et al.,
2007).

O servidor SignalP 3.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) permite obter
a predicao de peptideos sinais e a localizacao do sitio de clivagem em sequéncias

de aminoacidos de diferentes microrganismos: Gram positivos procariotos, Gram-
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negativos procariotos e eucariotos. As predi¢cdes sdo feitas através da combinacao
de redes neurais artificiais e de modelos escondidos de Markov (Bendtsen et al.,
2004).

1.8 Antigenos candidatos ao teste de imunodiagnostico da esquistossomose

Utilizando as ferramentas de bioinformatica, foram selecionados 6 potenciais
antigenos para serem testados no imunodiagnodstico da esquistossomose. Essas
proteinas foram anotadas como: Glicoproteina de superficie ancora GPI 200-kDa
(Sm200) (Smp_017730), duas proteinas expressas com peso molecular predito de
12.8 (Smp_034420.1) e 43.5 kDa (Smp_042910) denominadas por nosso grupo de
Sm12.8 e Sm43.5 respectivamente, uma proteina hipotética com peso molecular
predito de 127.9 kDa (Smp_171300) e denominada por nosso grupo de Sm127.9 e
duas proteinas anotadas como provavel subunidade citocromo c oxidase e que
possuiam peso molecular predito de 18.9 (Smp_184440) e 16.5 kDa (Smp_184550)
e que foram denominadas pelo nosso grupo de Sm18.9 e Sm16.5 respectivamente.

1.8.1Sm200

A Sm200 é uma glicoproteina, com funcdo desconhecida, ancorada a
membrana de vermes adultos do S. mansoni através de uma ligacao
glicosilfosfatidilinositol (GPI). Inicialmente foi identificada no tegumento do parasito
(Sauma and Strand, 1990; Sauma et al., 1991) e mais tarde chamada de 200kDa
(Hall et al., 1995), Sm200 (Racoosin et al., 1999) ou ECL (Nascimento et al., 2007).
A sua localizacdo na superficie do tegumento do verme adulto de S. mansoni foi
confirmada por uma raspagem enzimatica superficial que detectou sua presenca no
tegumento (Castro-Borges et al., 2011).

Antigenos presentes na superficie de vermes adultos de S. mansoni sao
normalmente camuflados e inacessiveis para ligacdo antigeno-anticorpo. Entretanto,
guando ocorre o tratamento dos vermes com praziquantel, muitos antigenos tornam-
se expostos na superficie do verme adulto, sendo a proteina 200kDa uma delas
(Sauma and Strand 1990). Foi demonstrado que o antigeno 200kDa serve como
alvo de anticorpos agindo em sinergia com o0 praziquantel e outras observacoes

sugerem que quando os vermes sao expostos ao praziquantel e a fosfatidilinositol
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fosfolipase C especifica (PIPLC), a quantidade de antigeno 200kDa clivada dos
vermes € aumentada 5 vezes, contribuindo assim para acdo terapéutica da droga
(Sauma et al., 1991).

Brindley et al. (1989) sugere que o0 uso da proteina 200kDa como imundgeno
desencadeia resposta imune contra S. mansoni. A eficacia do praziquantel é
prejudicada por um sistema imune deficiente de camundongo. Entretanto
transferindo anticorpo monoclonal (mAb 305), que reconhecem a glicoproteina
200kDa do S. mansoni, no momento do tratamento com o praziquantel para
camundongos que ndo possuem célula B, restaura-se a eficacia do praziquantel.
Para demonstrar que os anticorpos contra a glicoproteina 200 kDa estdo presentes
em camundongos imunologicamente intactos, o desenvolvimento de respostas de
anticorpos para esse antigeno foi monitorada ao longo do tempo por um
radioimunoensaio competitivo. Anticorpos que especificamente competiam com mAb
305A4/1 para a ligacdo com esta glicoproteina foram detectados em pequenas
quantidades em 5 semanas apés a infec¢do, atingindo niveis substanciais em 7
semanas, e continuaram a aumentar até a 262 semana de infeccéo. Estes resultados
reforcam os achados anteriores que mostram que a maxima imunorreatividade para
glicoproteinas de schistosoma ocorre em cerca de 20 semanas apos a infeccédo
(Norden and Strand, 1985). A resposta imune e protetora induzida por imunizagao
génica com ECL foi avaliada e a protecdo encontrada foi de 38% com producao de

IgG1 e IgG2a especifica (Nascimento et al., 2007).

1.8.2Citocromo oxidase

As citocromo oxidases sao enzimas presentes nas mitocondrias envolvidas no
metabolismo oxidativo da glicose cujo transcrito € detectado em cercarias,
esquistossébmulos e vermes adultos (Skelly et al., 1993) . O gene que codifica a
citocromo oxidase é composto por duas subunidades denominadas citocromo
oxidase 1 (Cox1) e citocromo oxidase 2 (Cox2). Uma caracteristica marcante destes
genes € o poliformismo encontrado no gene da Cox1 o que o torna uma ferramenta
em estudos de identificacdo de espécie (Lopatkin et al., 2010; Weyher et al., 2010),
filogenia (Agatsuma et al., 2004), genética populacional (Zhao et al., 2009),
epidemiologia molecular (Norton et al., 2008). Recentemente, a Cox1 foi utilizada

para o diagndstico molecular da infec¢cdo pelo S. mansoni e S.haematobium por
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PCR em tempo real a partir de amostras de fezes (ten Hove et al., 2008). Os
resultados deste trabalho demonstram que o PCR em tempo real para deteccao de
Cox1 é espécie especifico, podendo diferenciar infeccdo causada por S. mansoni e
S. haematobium e apresentam boa correlacdo com os resultados do diagndstico da
doenca por analises microscopicas quando os individuos apresentavam cargas
moderadas ou altas de infeccao (ten Hove et al., 2008). A deteccdo de Cox1 do S.
haematobium e do S. bovis em todas as fases larvais destas duas espécies por um
teste rapido de PCR multiplex também foi descrito recentemente (Webster et al.,
2010), demonstrando o potencial do gene que codifica esta enzima como alvo do
diagnostico molecular espécie especifico. Porém, ndo existe na literatura nenhum
estudo utilizando esta proteina em ensaios sorologicos para o diagnostico da

eSCIUiStOSSOITIOSG.

1.8.3Proteinas expressas e proteina hipotética

As proteinas expressas Sm12.8 e Sm43.5 e a proteina hipotética Sm127.9
ainda ndo possuem funcédo conhecida descrita, podendo ser consideradas boas
candidatas para o diagnostico sorolégico da esquistossomose, uma vez que
passaram por todos os filtros de selecdo e atenderam aos critérios estabelecidos

para serem potenciais antigenos para o diagnéstico da doenca.

31



Gardénia Braz Figueiredo de Carvalho Dissertacdo de Mestrado - Justificativa

2 JUSTIFICATIVA

7

A esquistossomose é uma doenga cronica e endémica em 76 paises em
desenvolvimento, afetando mais de 207 milhdes de pessoas e causando 280 mil
mortes/ano (Engels et al., 2002, Steinmann et al., 2006, Van der Werf et al., 2003).
No Brasil, essa parasitose, que possui uma elevada prevaléncia e incidéncia,
merece esforcos para sua detecgdo, uma vez que, a sensibilidade e correta
identificacdo da infeccado € importante para o controle em longo prazo da doenca.
Para isso € essencial que se disponha de métodos diagnosticos cada vez mais
acurados.

Situacdes caracterizadas por individuos com baixa intensidade de infec¢ao ou
com infec¢cdo unissexuada limitam o diagndstico por métodos parasitologicos de
fezes e embora os métodos imunologicos s6 fornecam evidéncias indiretas da
presenca do parasito, estes podem ser ferramentas valiosas na triagem de
individuos infectados em inquéritos epidemiolégicos (Chieffi & Kanamura, 1978).
Existe uma ampla variedade de testes imunoldgicos, sendo o método de ELISA, o
de escolha para o diagnostico em massa por apresentar baixo custo,
reprodutibilidade e facilidade de execucdo (Oliveira et al., 2003). Uma das
dificuldades iniciais no desenvolvimento do teste de ELISA é a escolha de antigenos
apropriados. Existem diversas dificuldades que influenciam a escolha de um
antigeno ideal, como: produtividade e facilidade de obtencéo, elevada estabilidade
em condicdes simples de estocagem, capacidade antigénica, especificidade e
compatibilidade com técnicas sorolégicas baratas e simples. A ocorréncia de
reacdes cruzadas, principalmente observadas com o uso de antigenos brutos, que
contém fracBes antigénicas compartilhadas com diversos parasitos, e o fato de ndo
diferenciarem infec¢éo passada e ativa, podendo permanecer positivos durante anos
apos a cura quimioterapica (Smithers & Doenhoff, 1982; Mott & Dixon, 1982,
Montenegro, 1992), também sdo um dos grandes problemas da pesquisa por
anticorpos. Para transpor estes obstaculos, faz-se necessario o uso de um antigeno
imunogénico, que nao apresente reagcdo cruzada com outros parasitos e cuja
reatividade frente a soro de individuos infectados e tratados caia progressivamente
apos o tratamento.

Diante do exposto, este trabalho foi desenvolvido a partir da necessidade de
um antigeno para o diagnostico da esquistossomose que possua alta especificidade

e sensibilidade. Aproveitando os avancos na area de bioinformatica e genémica do
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S. mansoni, propusemos identificar antigenos candidatos para serem utilizados
como antigenos no teste de ELISA por analises in silico e produzi-los de forma

recombinante para serem avaliados no diagnostico soroldgico da esquistossomose.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

»Selecionar antigenos do S. mansoni e expressar a proteina recombinante
Sm200(1609-1520) para serem utilizados no diagnostico sorolégico da

esquistossomose.

3.2 Objetivos especificos

» Selecionar, in silico, antigenos do S. mansoni candidatos a compor um kit de
imunodioagnostico da esquistossomose utilizando ferramentas de bioinformética

disponiveis na Web e o banco de dados SchistoDB.

= Obter a Sm200(1609-1520) recombinante.

= Avaliar a reatividade do soro de camundongos com esquistossomose frente a
proteina Sm200(1609-1520) recombinante por Western blot.

» Padronizar o ensaio sorologico utilizando a Sm200(1609-1520) recombinante como

antigeno e soro de camundongos infectados pelo S. mansoni em ensaios de
ELISA.
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4 METODOLOGIA

4.1 Andlises in silico

4.1.1SchistoDB

Para sele¢do dos antigenos de S. mansoni utilizou-se primeiramente o banco
de dados genémico SchistoDB (www.schistodb.net) versdo 2 acessado em julho de
2010. Em uma primeira analise utilizou-se a ferramenta de busca de genes que
alinhavam com ESTs de diferentes estagios de desenvolvimento do parasito no
hospedeiro definitivo: esquistossémulo, esquistossémulo pulmonar, verme adulto e
ovo. Cada um desses estagios foi selecionado individualmente e combinados de
forma que o resultado apontou apenas os genes que alinhavam com ESTs de todos
0s estagios selecionados.

Utilizando novamente o banco de dados do SchistoDB, foi feita a busca por
sequéncias com predicdo de peptideo sinal. Os resultados dessa analise foram
combinados com o resultado da predicdo de proteinas comuns aos 4 estagios
selecionados.

Como resultado final, obteve-se a predicdo de sequéncias de proteinas
comuns aos estagios de desenvolvimento do parasito: esquistossémulo,
esquistossdmulo pulmonar, verme adulto e ovo; com predicdo de presenca de

peptideo sinal.

4.1.2 Predicéo de localizagéo celular

Os antigenos resultantes da selecdo final no programa SchistoDB foram
submetidos a predi¢cdo de dominio transmembrana e predi¢cao de localizacéo celular.

Para predicdo de regido transmembrana usou-se o programa SOSUI (SOSUI
engine ver. 1.11) (http://bp.nuap.nagoya-u.ac.jp/sosui/sosui_submit.html) acessado
em agosto de 2010. As sequéncias de aminoacidos das proteinas foram inseridas
individualmente em um campo especifico e o resultado foi gerado. Sequéncias de
proteinas preditas com mais de 5 dominios transmembrana foram excluidas, uma

vez que proteinas que possuem muitos dominios transmembrana podem ser
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proteinas formadoras de canais ibnicos e muito hidrofébicas, o que dificulta a sua
expresséo heterdloga.

A predicdo de localizagdo celular foi realizada utilizando-se o programa
SherLoc (http://www-bs.informatik.uni-tuebingen.de/Services/SherLoc/) acessado em
agosto de 2010. Primeiramente escolheu-se o método de predicdo de localizacao
para células de organismo animal, em seguida as sequéncias de aminoéacidos das
proteinas foram inseridas individualmente em um campo e o valor do e-value do
blast de 0.1, parametro padrdo do algoritmo, foi utilizado. Para a saida dos
resultados foi selecionado o formato avancado, onde 3 localiza¢gBes juntamente com
seus scores foram mostradas.

Para se ter maior confiabilidade da predicdo de localizacdo celular, foi feita
outra predicédo utilizando-se 0 programa TargetP

1.1(http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/) acessado em agosto de 2010.

4.1.3 Similaridade com proteinas humanas e de outros helmintos

Os antigenos selecionados no banco de dados - SchistoDB foram submetidos
a um alinhamento utilizando a ferramenta BLAST (Basic local alignment search tool)
do NCBI (National Center for Biotechnology Information)
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov.blast) acessado em setembro de 2010. A busca foi feita
utilizando os bancos de dados de sequéncias de proteinas ndo redundande do
NCBI. Selecionou-se a ferramenta BLAST para proteinas e especificamente o blastp,
qgue faz a busca através de um banco de dados de sequéncias de aminoacidos para
comparar se estas proteinas selecionadas possuiam similaridade com proteinas
humanas e de outros helmintos. Os resultados foram analisados individualmente e
as proteinas que apresentaram acima de 60% de similaridade com proteinas

humanas foram excluidas.

4.1.4 Predicéo de epitopo de célula B

As sequéncias de proteinas selecionadas com as trés analises anteriores
(predicdo de localizacdo celular, predicdo de dominios transmembrana e
similaridade com proteinas humanas e de outros helmintos) foram submetidas a

predicdo de epitopos de células B no programa BCPRED: B-cell epitope prediction
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Server (http://ailab.cs.iastate.edu/bcpreds/predict.html) acessado em outubro de
2010 e a um alinhamento da sequéncia protéica com o epitopo predito frente as
proteinas humanas e de outros helmintos para avaliar se os epitopos de células B
estavam presentes em regides de similaridades entre elas.

A predicdo de epitopo de célula B foi realizada utilizando o método BCpred
com selecdo de busca por epitopos com comprimento de 22 aminoacidos. A
especificidade padrédo de 75% também foi utilizada, e para a saida dos resultados
selecionou-se a opcado de apresentacdo de epitopos que ndo apresentassem
sobreposicao de sequéncias.

Para o alinhamento, utilizou-se um BLAST especializado que alinha duas ou
mais sequéncias (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch
&PROG_DEF=blastn&BLAST_PROG_DEF=megaBlast& SHOW_DEFAULTS=0on&BL
AST_SPEC=blast2seq&LINK_LOC=align2seq) do NCBI acessado em outubro de
2010 e especificamente o blastp. O parametro padrado para aperfeicoar sequéncias
altamente similares (Megablast) foi utilizado.

4.1.5 Caracterizacao das proteinas selecionadas

Por fim, de posse das proteinas selecionadas, suas sequéncias de
aminoacidos foram submetidas a analise para determinar o peso molecular e ponto
isoelétrico preditos usando o0 programa de computador Pi/Mw  tool
(http://expasy.org/tools/pi_tool.html). Também foi predita a presenca de peptideo
sinal usando o SignalP 3.0 para determinar a localizacdo dos sitios de clivagem
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) nas sequéncias inserindo a sequéncia de
aminoacidos e determinando o grupo do organismo.

A predicao de sitio de glicosilagéao foi realizada inserindo as sequéncias de
aminoacidos no programa Ogpet v 1 (http://ogpet.utep.edu/OGPET/). Ambos os

programas descritos acima foram acessados em novembro de 2010.
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Analises de bioinformatica

| Predicdo de regido transmembrana |

Genoma do Schistosoma ‘ | Predicdo delocalizacio |
mansoni s

Porcentagem de similaridade com proteinas humanas
ede helmintos.

Predigdo de epitopo de célula B

Alinhamento das proteinas selecionados
com o epitopo predito com as sequéncias
desimilaridade de humanos e helmintos

Adaptado de Ulmer et al., 2006

Figura 2 - Fluxo das andlises de bioinformatica

4.2 Animais e protocolo experimental

Camundongos swiss foram divididos em dois grupos (G1 e G2). O grupo 1 foi
composto de 50 camundongos e o grupo 2 de 80 camundongos, devido ao maior
tempo de infecgdo e maior probabilidade de morte dos animais. Todos o0s
camundongos foram infectados individualmente, por via subcutdnea, com
aproximadamente 25 cercarias da cepa LE. Antes da infeccdo, foi realizada a
obtencdo de amostras de sangue destes camundongos através de sangria pelo plexo
retro-orbital, configurando assim amostras de sangue de animais néo infectados (NI).
No grupo 1, o sangue foi retirado através de sangria pelo plexo retro-orbital em
tempos diferentes apos infeccéo (dias 15, 30, 45, 60, 75, 90, 120 e 140). No Grupo 2
- cura pos tratamento - no dia 120 apds infec¢do, os camundongos foram pesados e
tratados com o farmaco oxaminiquina em dose Unica de 400 mg/kg por gavagem
sendo o peso dos animais considerado individualmente. Foi realizada coleta de
sangue pelo plexo retro orbital desses animais nos dias 90, 119, 150, 180 e 210 apds
infeccdo. O sangue coletado foi incubado por 3 horas a temperatura ambiente e
centrifugados a 20817 g por 5 minutos. Os soros obtidos foram armazenados em
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microtubos identificados e congelados a -20° C até sua utilizacdo. No fim do
experimento, os camundongos de cada grupo foram sacrificados por deslocamento
cervical para perfusdo do sistema porta. A perfusdo dos camundongos foi realizada
individualmente, segundo a técnica descrita por Pellegrino e Siqueira (1956). Os
parasitos foram coletados em becker de 200 mL, lavados em solucdo salina e
contados com auxilio de lupa.

Os procedimentos realizados com o0s animais foram aprovados pela
Comissdo de FEtica no Uso de Animais da Fundacdo Oswaldo Cruz
(CEUA/FIOCRUZ) sob o namero de licenca LW-25/10 (Anexo 1).

Grupo 1: Ndo Infectados/nfectados n =150
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Figura 3 - Protocolo de experimentacao animal para obtencdo de soro, infeccdo, tratamento e

perfuséo.

4.3 Obtencgéo de antigenos brutos

4.3.1 Preparacao de antigeno de esquistossémulo (SAP)

As cercarias do S. mansoni de cepa LE foram obtidas através da exposi¢ao

de caramujos Biomphalaria glabrata infectados a luz artificial por 1-2 horas. As
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cercarias foram transformadas mecanicamente em esquistossdmulos conforme
descrito por Ramalho-Pinto e colaboradores (1974). Resumidamente, as cercérias
foram deixadas no gelo durante 30 minutos, acondicionadas em tubos conicos, para
reduzir a sua movimentacdo. Em seguida, as mesmas foram centrifugadas a 200 g
por 3 minutos. O “pellet” foi ressuspendido em 1mL de Earl’s salts plus lactoalbumin
hydrolysate (ELAC) gelado contendo 0,5% lacto albumina, 1% penicilina/
estreptomicina e 0,17% glicose. As caudas foram quebradas utilizando-se o vortex
na velocidade maxima por um periodo de dois minutos. Posteriormente as caudas
foram retiradas do meio através de repetidas lavagens com ELAC restando, entéo,
os esquistossémulos. Estes foram incubados por 90 minutos em banho-maria a 37°
C com ELAC e apds este periodo de incubagdo foram lavados com salina
apirogénica e centrifugados a 200 g por 1 minuto. Para a obtencéo da preparacéo do
antigeno de esquistossémulo (SAP), os esquistossémulos obtidos por transformacéo
mecéanica de cercérias, foram triturados com auxilio de um homogeneizador de
tecidos (Virtiz) por trinta e seis vezes, ciclos de trinta segundos cada, alternando com
descanso no gelo por sessenta segundos. A suspensdo foi centrifugada
(4°C/1h/3409) e o sobrenadante dialisado (salina 0,9%, por 48h/4°C). Apds a didlise
o material foi novamente centrifugado (4°C/15 min./1258g) e o sobrenadante,
contendo as proteinas, foi dosado pelo método de Bradford (1976).

4.3.2 Preparacdo de antigeno de verme adulto (AWP)

Foram utilizados 300 camundongos swiss fémeas de 8 semanas, as quais
foram infectadas com aproximadamente 100 cercarias do S. mansoni, por via
subcuténea. Para essa infeccéo, as cercarias foram obtidas através da exposicao de
caramujos B. glabrata infectados a luz por 1 — 2 horas. Cinquenta dias ap6s a
infeccdo, os camundongos foram sacrificados por descolamento cervical, e foi
realizada a perfusdo do sistema porta hepatico, segundo a técnica descrita por
Pellegrino e Siqueira (1956). Os vermes adultos recuperados na perfusao foram
processados para a obten¢cdo dos antigenos de verme adulto conforme descrito para

obtencado de antigeno de esquistossémulos no item 4.2.1.

40



Gardénia Braz Figueiredo de Carvalho Dissertacdo de Mestrado - Metodologia

4.3.3 Obtencédo da Sm200(1069-1520) recombinante

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

Para obtencdo da Sm200(1069-1520) recombinante, um litro de cultura de
Escherichia coli contendo a construgéo foi crescido a 37° C até obtencéo, na DOgo,
de absorbancia de 0,5 e 0,8. Esta cultura foi entdo induzida por 4 horas a 37°C com
1 mM de IPTG para expressao da proteina recombinante Sm200(1069-1520). Apés
este periodo, as células provenientes de 1 litro de cultura foram centrifugadas a
4000 g e ressuspensas em 50 ml de solucéo de lise (12,5 mM Na,HPO,, 12,5 mM
de NaH,PO,4, 0,5 M NaCl, 40 mM imidazol). Estas células foram lisadas por trés
ciclos de sonicacdo (pulsos de 30 segundos cada) a uma amplitude de 30% e
centrifugadas novamente por 20 minutos, 4° C, a 4000 g. A Sm200(1069-1520)
recombinantes foi recuperada como corpos de inclusao que foram ressuspensos em
50 ml de tampéo (12,5 mM NayHPO,, 12,5 mM de NaH,PO,4, 0,5 M NaCl, 40 mM
imidazol, 8M uréia). Em seguida, a purificacao foi feita em coluna de niquel atraves
de cromatdgrafo FPLC (fast protein liquid chromatography) multidimensional AKTA
Prime® (GE Healthcare), em condicdes desnaturantes. A renaturacéo foi realizada
por didlise contra 10 litros de tampao PBS, utilizando membrana porosa de 3 kDa
(Spectrum Medical Industries). A proteina recombinante purificada foi dosada pelo
método de Bradford (1976).
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4.4 Western blot unidimensional

As proteinas SAP (5ug), AWP (5ug) e Sm200(1069-1520) recombinante
(3,6ug) foram separadas em gel desnaturante de poliacrilamida 10 % e 12% por
eletroforese (Laemmli, 1970). A partir do gel, as proteinas foram transferidas para
uma membrana de nitrocelulose (Amersham Biosciences) como previamente
descrito (Towbin et al., 1979). As membranas de nitrocelulose foram bloqueadas
com 5 % de leite em pd desnatado a 4°C por 16 horas, e posteriormente incubadas
com uma mistura de soro de diferentes camundongos com 15, 30, 45 e 90 dias pos-
infeccdo, na diluicdo 1:40 durante 1h a temperatura ambiente. ApGs a reacdo com o
anticorpo primario, as membranas foram lavadas trés vezes com TBST (0.5M NaCl-
0.02M Tris [pH 7.5], 0.05 % Tween 20) e incubadas por 1h a temperatura ambiente
com anti-lgG de camundongo conjugado a fosfatase alcalina (Southern Biotech) na
diluicdo 1:5.000 (SAP e AWP) ou 1:4.000 (Sm200(1069-1520) recombinante).
Ambos diluidos em TBST contendo 3% de leite em pd desnatado. Apos trés
lavagens com TBST, a membrana foi revelada com o kit revelador BioRad (AP
Conjugate Substrate).

4.5 Western blot bidimensional

Para a realizacdo da focalizacdo isoelétrica, 100ug de AWP foram
imobilizados em uma fita de gradiente de pH com separacéo linear nas faixas de 3 a
10 (Biorad). A fita foi submetida a reidratacdo e focalizacédo isoelétrica a 20°C e
50mA/fita no equipamento “PROTEAN IEF Cell” (Bio-Rad). A reidratagéo da fita foi
feita de forma passiva durante 4 horas, sem corrente, seguida de reidratacéo ativa,
durante 12 horas, a 50 V (Volts). A focalizacdo isoelétrica foi gradualmente
aumentada para 4.000V e correu até 16.000 v-h. A fita foi equilibrada em tampéao de
equilibrio (6M Uréia; glicerol 30%; SDS 2%; 50mM Tris-HCI pH8,8; 0,001% solucéo
de azul de bromofenol 0,5%) contendo 10mg/ml de ditiotreitol, por 10 minutos, sob
leve agitacdo. O tampé&o foi trocado por outro contendo 25mg/ml de iodoacetamida e
a amostra incubada por 10 minutos, sob agitacédo, a temperatura ambiente. A fita foi
lavada com tampédo de corrida SDS-PAGE, colocada sobre o gel de poliacrilamida

15%, e selada com solucao de agarose 0,5%.
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A eletroforese foi realizada sob 100V — voltagem constante. Apos a corrida, a
amostra protéica foi transferida para uma membrana de nitrocelulose (PVDF)
(Amersham Biosciences), como previamente descrito (Towbin et al., 1979). A
membrana de nitrocelulose foi bloqueada com 3 % de leite em p6 desnatado a 4°C
por 16 horas. Apos o bloqueio, a membrana foi lavada por 2 vezes de 30 minutos
com TBST (0.5M NaCl-0.02M Tris [pH 7.5], 0.05 % Tween 20) e incubada com uma
mistura de soro de diferentes camundongos com 15, 30, 45 e 90 dias pds-infeccao,
na diluicdo 1:40 por 16 horas. Apos lavagem com TBST - 2 vezes de 30 minutos, a
membrana foi incubada com anti-lgG de camundongo conjugado a peroxidase na
diluicdo (1:5.000) (Promega) por 2 horas a temperatura ambiente. Para detecgéo, a
membrana foi incubada com solugdo de substrato DAB (diaminobenzidine

trahydrochoride peroxidase) (Sigma Aldrich) e a reacéo foi interrompida com agua.

4.6 ELISA

O ensaio de ELISA foi realizado em placas de fundo chato (maxisorp NUNCp),
utilizando-se o antigeno recombinante Sm200(1069-1520). As placas foram
sensibilizadas com 100ul/poco de tampé&o carbonato bicarbonato 0,05M, pH 9,6
contendo o antigeno na concentracao 5ug/mL, e incubadas por aproximadamente 16
horas a 4°C. Para remover as proteinas nio ligadas, as placas foram lavadas com
PBS 150mM contendo 0.05% de Tween 20 (PBS Tween) e bloqueadas com PBST e
3% de leite em p6 desnatado por aproximadamente 16 horas a 4°C. Os soros
obtidos dos animais foram diluidos (1:40) em PBS Tween, adicionados (100L/poco)
as placas e incubados por uma hora, a temperatura ambiente. Como anticorpo
secundario foi utilizado o anticorpo anti-lgG de camundongo conjugado a peroxidase
(SouthernBiotec) na diluicdo 1:10.000. Apés novas lavagens, a reacao foi revelada
por 15 minutos com 100uL TMB. A reacao foi interrompida com 50ul de acido
sulfarico. A densidade Otica foi entdo determinada em leitor automéatico de ELISA

(Biorad), utilizando-se filtro de comprimento de onda de 450 nm.

4.7 Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad

Prism 4.0 (San Diego, Ca, USA). Os resultados, que apresentaram distribuicao
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normal, foram analisados utilizando: analise de variancia, seguida dos testes de
comparacdes multiplas de Tukey quando as comparacgdes envolveram mais de duas
variaveis. O teste t de student foi empregado quando comparadas somente duas
variaveis.

Os resultados que nao apresentaram distribuicdo normal foram analisados
através do teste ndo paramétrico Kruskall-Wallis, seguido pelo teste de comparacdes
multiplas de Dunn quando as comparac¢des envolveram mais de duas variaveis. O
teste Mann-Whitney foi empregado quando comparadas somente duas variaveis.
Foram considerados estatisticamente significativos os resultados com p < 0,05.

O ponto de corte entre os resultados positivos e negativos foram
determinados utilizando o Software GraphPad Prism 4.0 (San Diego, Ca, USA)
através das Curvas de Caracteristicas de Operacdo do Receptor (Curvas ROC -
Receiver Operating Characteristic) que permite estudar a variacao da sensibilidade e

especificidade para diferentes valores de corte.
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5 RESULTADOS

5.1 Artigo 1: Carvalho GBF, Silva-Pereira RA, Pacifico LG, Fonseca CT.
Identification of Schistosoma mansoni candidate antigens for diagnosis of
schistosomiasis. Mem. Ins.t Oswaldo Cruz, 2011; Nov;106(7):837-43.

O artigo cientifico apresentado a seguir corresponde ao primeiro objetivo especifico

Titulo: Identification of Schistosoma mansoni candidate antigens for diagnosis of
schistosomiasis

Autores: Carvalho G B F, Silva-Pereira R A, Pacifico L G G, Fonseca C T.

Revista: Memarias do Instituto Oswaldo Cruz 2011 Nov;106(7):837-843.

Este artigo baseou-se na utilizacdo do banco de dados genbmico para o
parasito S. mansoni - SchistoDB e de varias ferramentas de bioinformética para
selecionar antigenos candidatos para serem testados no imunodiagnostico da
esquistossomose mansoni. Evidéncias de que o0s antigenos selecionados
representavam antigenos promissores para serem utilizados no diagndstico
sorologico da esquistossomose foram fornecidas pelo reconhecimento, por soro de
camundongos infectados, de antigenos dos extratos antigénicos do parasito com
tamanho e ponto isoelétricos semelhantes aos antigenos selecionados pela

estratégia de analise in silico.
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Identification of Schistosoma mansoni candidate antigens
for diagnosis of schistosomiasis

Gardenia Braz Figueiredo Carvalho!, Rosiane Aparecida da Silva-Pereira?,
Lucila Grossi Gongalves Pacifico!, Cristina Toscano Fonseca®3/*

Laboratério de Esquistossomose 2Laboratério de Parasitologia Celular e Molecular,
Instituto de Pesquisas René Rachou-Fiocruz, Av. Augusto de Lima 1715, 30190-002 Belo Horizonte, MG, Brasil
®Instituto Nacional de Ciéncias e Tecnologia em Doengas Tropicais

The development of a more sensitive diagnostic test for schistosomiasis is needed to overcome the limitations of
the use of stool examination in low endemic areas. Using parasite antigens in enzyme linked immunosorbent assay is
a promising strategy, however a more rational selection of parasite antigens is necessary. In this study we performed
in silico analysis of the Schistosoma mansoni genome, using SchistoDB database and bioinformatic tools for screen-
ing immunogenic antigens. Based on evidence of expression in all parasite life stage within the definitive host, extra-
cellular or plasmatic membrane localization, low similarity to human and other helminthic proteins and presence of
predicted B cell epitopes, six candidates were selected: a glycosylphosphatidylinositol-anchored 200 kDa protein,
two putative cytochrome oxidase subunits, two expressed proteins and one hypothetical protein. The recognition in
unidimensional and bidimensional Western blot of protein with similar molecular weight and isoelectric point to the
selected antigens by sera from S. mansoni infected mice indicate a good correlation between these two approaches
in selecting immunogenic proteins.

Key words: Schistosoma mansoni - diagnosis - antigen candidate - bioinformatics analysis

Recently, in Brazil an increased number of low schis-
tosome endemic areas, expanded geographical exten-
sion of the disease, appearance of new foci and acute
outbreaks of the disease have been observed, indicating
that although control programs succeeded on reducing
morbidity and mortality they failed to control the disease
transmission (Katz 1998, Barbosa et al. 2001, Enk et al.
2003). The lack of effective diagnostic assays to identify
individuals with low parasite burden is one factor that
contributes to transmission (Enk et al. 2008).

Currently, the common used method in the diag-
nostic of schistosomiasis is stool examination, using
the Kato-Katz method. However, this method presents
limitation in the detection of positive individuals, when
the intensity of infection is low and it is less effective in
determining the prevalence in low endemic areas (Feld-
meier & Poggensee 1993, Kongs et al. 2001).

The detection of antibodies specific to parasite an-
tigens is more sensitive to detect light infections and
can be applicable to large scale examination (Sorg-
ho et al. 2005, Alarcon de Noya et al. 2007). The en-
zyme linked immunosorbent assay (ELISA) is a sero-
logical test useful for epidemiological studies, due to its
high sensitivity for the diagnosis of schistosomiasis, de-
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pending on the Schistosoma mansoni antigen used in the
test (Ishida et al. 2003, Sorgho et al. 2005, Alarcon de
Noya et al. 2007, Luo et al. 2009), and the possibility for
automating the process. However, until now the utiliza-
tion of the ELISA for diagnosis of schistosomiasis does
not discriminate ongoing and previous infection (Kato-
Hayashi et al. 2010). In addition, some antigens used in
ELISA present cross reaction with antigens from other
helminths as ancylostomides and Ascaris lumbricoides
(Correa-Oliveira et al. 1988, Ishida et al. 2003, Luo et al.
2009). A rational selection of antigens to be used in the
serological diagnosis of schistosomiasis may overcome
this ELISA limitation use.

The availability of complete genome sequences in
combination with novel advanced technologies have
contributed to vaccinology field, leading to vaccine de-
velopment starting from the prediction of all antigens in
silico, independently of their abundance and without the
need to grow the pathogen in vitro, a strategy known as
reverse vaccinology (Capecchi et al. 2004, Bai & Bor-
row 2010, Zhao et al. 2011).

In this context, following the same principles of the
reverse vaccinology, it would be possible using bioinfor-
matics tools and performing in silico analysis to select
promising antigens to be used for diagnosis of the schis-
tosomiasis mansoni, since the S. mansoni genome had
already been sequenced (Berriman et al. 2009).

The important features to identify promising anti-
gens for immunodiagnosis of schistosomiasis must be
based on: expression of the gene encoding the protein
in all the three different stages of the parasite’s life cycle
within the definitive host, the localization of antigens
in the parasite (secreted or on the parasite surface), low
similarity to human and other helminthic proteins and
presence of predicted B cell epitopes.

online | memorias.ioc.fiocruz.br
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In the present study we have proposed a new strategy
to identify antigen candidates to be used in the schis-
tosomiasis diagnosis based on the detection of specific
antibodies against these antigens by ELISA.

MATERIALS AND METHODS

In silico analysis - Evidence of gene expression - To
select schistosome proteins with evidence of expression
in the three parasite life cycle stages on the definitive host
(schistosomulum or lung schistossomulum, adult worm
and egg) the SchistoDB database (schistodb.net/schis-
todb20/) was accessed. The SchistoDB contains several
different S. mansoni data sets and the results of different
computational analyses are integrated in a relational da-
tabase that has permitted us to apply a technique known
as genomic filtering. The current 2.0 database version
provides access to the latest draft of S. mansoni genome
sequence and annotation obtained from the Wellcome
Trust Sanger Institute and the mitochondrial genome.

Cellular localization - To select proteins that are ex-
pressed on the parasite surface or secreted by the para-
site we performed in silico analysis for the presence of
signal peptide, transmembrane domain and topology and
also the prediction of cellular localization. The genes
encoding proteins with evidence for gene expression in
the three stages of the parasite life cycle on the definitive
host were first submitted to signal peptide prediction us-
ing the software Server SignalP 3.0 (cbs.dtu.dk/services/
SignalP/) (Expasy Proteomics Server). The prediction of
transmembrane domain was performed using the soft-
ware SOSUI Engine version 1.11 (bp.nuap.nagoya-u.ac.jp/
sosui/) (Expasy Proteomics Server) that predicts a part of
the secondary structure of proteins from a given amino
acid sequence. The cellular localization was predicted us-
ing the SherLoc software (bs.informatik.uni-tuebingen.
de/Services/SherLoc/) (Applied Bioinformatics Group)
that is a new comprehensive system for predicting the lo-
calization of eukaryotic proteins.

Human and helminths similarity - To access the
similarity between selected proteins in the previous
in silico analysis with human or helminthic proteins,
the amino acid sequences were compared with the Na-
tional Center for Biotechnology Information protein da-
tabase using the BlastP algorithm (blast.nchi.nlm.nih.
gov/Blast.cgi) (BLAST - Basic Local Alignment Search
Tool) using the default parameters of this algorithm.

B cell epitope prediction - The B cell epitope pre-
diction was performed using the program BCPREDS
B-cell epitope prediction Server (ailab.cs.iastate.edu/
bcpreds/) (Artificial Intelligence Research Laboratory)
available online. The software for the detection of linear
B cell epitopes is based on the Support Vector Machines
(SVM) — machine learning method using subsequence
kernel (SSK) in building SVM classifiers.

Characterization of the selected proteins - To char-
acterize the selected proteins we performed the predic-
tion of molecular weight and isoelectric point using the
software Compute pl/Mw tool (expasy.org/tools/pi_tool.

S. mansoni candidates for diagnosis = Gardenia Braz Figueiredo Carvalho et al.

html) (Expasy Proteomics Server) and the prediction of
potential O-glycosylation sites using the OGPET v 1.0
(ogpet.utep.edu/OGPET/) (Biological Sciences).

Antigens preparation - Cercariae obtained from
Biomphalaria glabrata snails exposed to light for 2 h
were mechanically transformed in skin-stage schistoso-
mula according to Ramalho-Pinto et al. (1974). Briefly,
cercariae were incubated on ice for 30 min and centri-
fuged for 3 min, 1.800 g, 4°C. The cercariae were resus-
pended in 1 mL of cold Earle’s salts plus Earle’s lactalbu-
min hydrolysate (ELAC) containing 0.5% lacto albumin,
1% penicillin/streptomycin and 0.17% glucose. The tails
were detached by vortex in high speed for 2 min. After-
wards the tails were removed by washing with ELAC for
six times. The schistosomula were incubated for 1 h and
30 min at 37°C in ELAC and washed with apyrogenic
physiologic saline. The adult worms (male and female
LE strain S. mansoni) were obtained from infected mice.
The schistosomula antigens preparation (SAP) and adult
worm antigens preparation (AWP) were obtained by ho-
mogenization of recently transformed schistosomula and
adult worms, respectively, in 37 cycles of 30 s on ice using
virtz, with 1 min interval on ice between each cycle. After
homogenization, antigen preparations were submitted to
centrifugation at 340 g for 1 h at 4°C. Antigen prepara-
tions were dialysed against physiologic saline 0.85%. The
total protein concentration content of each preparation
was determined according to Bradford (1976).

Western blot unidimensional (1D) - AWP and SAP
proteins were separated on a 10% or 12% denaturing
polyacrylamide gel by electrophoresis (Laemmli 1970).
From the gel, the protein was transferred to nitrocellu-
lose membranes (Amersham Biosciences) as previously
described by Towbin et al. (1979). The nitrocellulose
membranes were blocked with 5% dry milk at 4°C over-
night and reacted with pool of serum from infected mice
diluted 1:40 for 1 h at room temperature (RT). After three
washes with 0.5 M NaCl-0.02M Tris-buffered saline (pH
7.5), 0.05% Tween 20 (TBST), the membranes were incu-
bated for 1 h at RT with anti-mouse 1gG-alkaline phos-
phatase conjugate 1:5.000 (SouthernBiotec) in TBST plus
3% dry milk. After three washes with TBST, the mem-
branes were treated with alkaline phosphatase reaction
developing buffer together with the BioRad revelator Kit.

Western blot bidimensional (2D) - A hundred micro-
grams of AWP were loaded on immobilized pH gradient
strip with linear gradient separation of pH ranging from
three-10 (Bio-Rad). The strip was submitted to rehy-
dration and isoelectric focalization at 20°C and 50 mA/
strip in Protean IEF Cell (Bio-Rad). Passive rehydration
was performed for 4 h followed by an active rehydra-
tion at 50 V for 12 h. Isoelectric focusing was gradually
increased to 4.000 V and run for 16.000 V-h. The strip
was equilibrated in a buffer containing dithiothreitol
and after iodoacetamide. The molecular weight standard
(Pre-stained BenchMark, Invitrogen) and the strip were
placed on 15% sodium dodecyl sulfate polyacrylamide
gel electrophoresis (SDS-PAGE) and sealed with 0.5%
agarose solution. The electrophoresis was carried out
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under 100 V constant voltage. From the gel, the proteins
were transferred to polyvinylidene difluoride (PVDF)
membranes (Amersham Biosciences) as previously de-
scribed by Towbin et al. (1979). The PVDF membranes
were blocked with 3% dry milk, then washed twice for
30 min with TBST and incubated with serum pool from
infected mice (1:40) overnight. After washes with TBST,
the second antibody, an anti-mouse IgG conjugated to
peroxidase diluted 1:5.000, was added to the membrane
and incubated at RT for 2 h. For detection, the membrane
was incubated with diaminobenzidinetetrahydrochloride
peroxidase substrate solution (Sigma Aldrich).

Ethics - All procedures involving animals were ap-
proved by the local Ethical Commission on Animal Use
from Fiocruz (LW25-10).

RESULTS

In silico analysis - In order to select S. mansoni anti-
gen candidates for the immunodiagnosis of schistosomi-
asis, in silico analyses were performed using a variety of
bioinformatics tools. In the first analysis in SchistoDB
database, based on evidence of gene expression at differ-
ent stages of the parasite’s life cycle (lung schistosomula
or schistosomula, adult worms and eggs) or based on the
presence of signal peptide, 21.168 sequences were found
and many were redundant sequences, since the genome
has nearly 13.000 transcripts (Berriman et al. 2009). By
crossing these data and select only those sequences that
were common to all life stages of the parasite on the de-
finitive host and also presented a predicted signal pep-
tide, this number was reduced to 72 sequences (Fig. 1).

Subsequently, these 72 sequences were submitted
to three more in silico analyses. We first performed the
prediction of transmembrane domain using the software
SOSUI, where 59 out of the 72 protein sequences had
at least one predicted transmembrane domain (data not
shown). Next, we performed the prediction of cellular
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localization in SherLoc in order to see if the sequences
were secreted or exposed. From the 72 sequences ana-
lyzed, 20 were predicted as transmembrane proteins and
16 were predicted as secreted proteins. The other proteins
were predicted to be peroxisomal, golgi apparatus, en-
doplasmatic reticulous and lysosomal proteins (data not
shown). We also performed a search for similarity in a
protein database using the BlastP algorithm to determine
the percentage of similarity of the 72 selected sequences
with human proteins and with proteins from other hel-
minths. None of them had similarity with any helminthic
proteins. Regarding human proteins, 55 sequences had
similarity with human proteins ranging from 9-99% of
similarity (data not shown). The proteins that presented at
least 60% similarity with human proteins were excluded
from our analysis as well as those proteins predicted to be
peroxisomal, golgi apparatus, endoplasmatic reticulous
and lysosomal proteins. After these analysis, only 10 se-
quences were selected and submitted to the prediction of
B cell epitope using BCpred tool (Fig. 1). Based on the
presence of predicted B cell epitopes and also on the pres-
ence of this B cells epitopes, only in S. mansoni protein or
in S. mansoni protein region without identity with-human
proteins, six candidates were selected (Table): a 200 kDa
glycophosphatidylinositol (GPI)-anchored surface glyco-
protein (Smp_017730), an expressed protein of 12.8 kDa
(Smp_034420.1), a cytochrome oxidase subunit, putative
of 16.5 kDa (Smp_184550), a cytochrome oxidase subunit,
putative of 18.9 kDa (Smp_184440), a hypothetical pro-
tein of 127.8 kDa (Smp_171300) and an expressed protein
of 43.5 kDa (Smp_042910). Predicted B cell epitopes with
scores higher than 0.9 are demonstrated in the protein se-
quence (Fig. 2). In order to characterize these six selected
proteins we performed in silico analysis to predict molec-
ular weight, isoelectric point and glycosylation site. Fig. 3
shows the signal peptide position in the protein sequence
as well as predicted O-glycosylation sites.
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Schisto DB eg'";%m

Signal peptide
- Predicion of transmembrane regions
- Prediction of localization
- Percentage of similary with humans and other
heimintns proteins. h

- Bcell epitope prediction -
W“NM i genes with the human
sequences

6
Selected proteins

Fig. 1: computational analysis for selection of potential antigens for immunodiagnosis. From genome sequence information, potential antigens
were identified using bioinformatics tools. The first analysis was performed in 13.197 schistosome transcripts using SchistoDB (schistodb.net/
schistodb20/) database. Based on evidence of gene expression at different stages of the life cycle of the parasite on the definitive host and predic-
tion of signal peptide, this number was reduced to 72 sequences. The prediction of transmembrane domain, cellular localization and percentage
of similarity with human and helminthic proteins led to the selection of 10 proteins. B-cell epitope prediction analysis resulted in selection of
six candidates to be used in serological diagnosis of the disease. Adapted from Ulmer et al. (2006).
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TABLE
Candidate proteins to be used in serological diagnosis of schistosomiasis mansoni selected by in silico analysis of the parasite genome

S. mansoni candidates for diagnosis = Gardenia Braz Figueiredo Carvalho et al.

Similarity with
human proteins

Similarity with
helminths proteins

B epitopes

Predicted

Isoelectric

Molecular weight

Amino acid Base

SchistoDB
number

(kDa) point location n) (%)

pairs

Annotation

Protein

12

37

4971 186.5 497 Plasma
membrane
Extracellular

1.656

200-kDa GPI-anchored

Smp_017730

Sm200

surface glycoprotein
Expressed protein

59

3

12.8

354

117

Smp_034420.1

Smi12.8

Expressed

6

Extracellular

435

protein 382 1.149

Hypothetical

Smp_042910

Sm43.5

6.63 Extracellular 28 10

1279

3.432

1.143

protein
Cytochrome oxidase

Smp_171300

Sm127.9

1

Extracellular

9.30

18.9

516

171

subunit, putative
Cytochrome oxidase

Smp_184440

Sm18.9

9.14 Extracellular 1

16.5

441

146

subunit, putative

Smp_184550

Sm16.5

GPI: glycophosphatidylinositol.

Western blot 1D - In order to evaluate the immu-
nogenicity of the proteins selected based on our filter
criteria, a 1D Western blot was performed using adult
worm and schistosomula preparation and sera from mice
infected with S. mansoni. In Fig. 4A, line 3, a recogni-
tion of proteins with approximately 200 kDa, 100 kDa,
43 kDa and 18 kDa by sera from infected mice in AWP
was observed. Also in Fig. 4A, line 5, a similar recogni-
tion pattern of proteins from SAP with approximately
molecular weight of 100 kDa, 43 kDa and 18 kDa by
sera of infected mice could be observed. The recognition
observed in lines 3 and 5 is due to S. mansoni infection
since sera from non-infected mice were unable to recog-
nize these proteins (lines 4, 6). In order to evaluate if
sera from infected mice are able to recognize proteins
with lower molecular weight, a Western blot was per-
formed in 12% SDS-PAGE using SAP. In Fig. 4B, line 2,
the recognition of a protein with approximately 14.4 kDa
could be observed. Also in this Western blot the recogni-
tion of proteins with approximately molecular weight of
18 kDa and 43 kDa could be observed.

Western blot 2D - To further characterize the pro-
teins from AWP recognized by sera from infected mice,
a Western blot in a 2D gel was performed. As shown in
Fig. 5, many spots from AWP were recognized by sera
from infected mice. The spots inside the circles may cor-
respond to the antigens selected by the in silico selection
strategy, since they have an isoelectric point and molecu-
lar weight similar to the ones predicted to each protein.
Spots corresponding to proteins of molecular weight
higher than 82 kDa could not be observed in this 2D
Western blot (Fig. 5).

DISCUSSION

Due to decades of control program based on chemo-
therapy, the schistosomiasis epidemiological profile in
Brazil has changed, with an increase in the number of
low schistosome endemic areas (Katz 1998). The low
excretion of eggs in faeces makes the diagnosis difficult
when the Kato-Katz method is used, there is thus a need
for a more sensitive test. Immunodiagnosis based on the
presence of antibodies increases the detection of posi-
tive cases and constitutes especially a useful method for
schistosomiasis diagnosis (Sorgho et al. 2005, Alarcon
de Noya et al. 2007). Parasite antigens preparations are
examples of antigens used for schistosomiasis diagno-
sis based on ELISA. A sensitivity of 94-100% (Ishida
et al. 2003, Sorgho et al. 2005) or 96-100% (Sorgho et
al. 2005, Alarcdn de Noya et al. 2007) can be observed
when adult worm or egg antigens are used in this sero-
logical assay, respectively. However, cross reactivity be-
tween schistosomiasis and other helminthoses has been
reported (Ishida et al. 2003).

A more rational strategy to select candidates for
schistosomiasis serological diagnosis can be now per-
formed using bioinformatic tools and the genome infor-
mation available for S. mansoni (Berriman et al. 2009).
Herein, we performed bioinformatics analysis of S.
mansoni genome in order to identify promising antigens
to be used in a diagnostic assay for schistosomiasis. The
first analysis was based on the evidence of gene expres-
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sion in all life cycle forms inside the definitive host and
also in the presence of signal peptides. These two inclu-
sion criteria reduced the 13.197 transcript described for
S. mansoni (Berriman et al. 2009) to 72 protein sequenc-
es, representing 0.54% of the parasite transcriptome.
These proteins have a potential to induce an antibody
response during infection since they were predicted to
be expressed and also may be exposed to host immune
system. Signal peptides can drive proteins to a secretion
pathway, to membrane and also to intracellular compart-
ment (Blobel 1980). In order to verify if these 72 pro-
teins are secreted or localized in the parasite membrane,
we performed a transmembrane domain and cellular
localization predictions. The result demonstrates that

PNRDSCDLIDGEV 117
21

Sm 43.5 1. .. FLLATYFRACSTLCNDSTHSNUCTEY RENVS YUK

Sm 16.5 L. . . SLPVLARGITHLLEDRKFGT GDPILFQHLFUFFGIPEVYVLIL PGRGI. . . VUGHHYVYGUL 146

Fig. 2: B-cell epitope in the selected proteins. The highlighted amino
acids within the protein sequence represent B-cell epitopes predicted
using BCpreds and its amino acid position in the protein sequence.

M
1 [MYFLQLFLFLETSVCNTLSL. . . I. . .SDDKKNNTEKKSISLLLYMNLMALMII EMRN
$md43.5 1 [MGEVCYLFVVSSEVLLTSGN} .. ...SPTSCTTANNNIHVLDTYFPNRDSCDLTDGEV 117
8
Sml2.8 1 [MILKKTLBSIIFLLAIYFKACST...... SNLIAKAYSQFDSLEDNRTVAIRTTESRD 382

966909
Sm127.9 1 [MSLHMSYHRVLLVLLVCVLTSSCAA] ..HsE. ..RVKDHPSDEEKQEEQRKFDQHLTV 1143

Smi89 1 MFSLHLAGVSSLIGSVNE‘ISTIFS@KFKCSI IVWAYLFTSVLLLLSLPVLARG. . ..

« .+ FGYYGLICAMAS IVCLGRVVWGHHMFMVGFDSLTGVFFSSITMIIGVETGIKVFS 171

1 |MFSLHLAGVSSLIGSVNFISTI FS@FKCSI IVWAYLFTSVLLLLSLPVLARG. .. .

« « EVYVLILPGFGIVRHICMSLRNKDSTFGYYGLICAMAS ILCLCRVVWGHHYVYGWL 146

Sm200

Sm16.5

Fig. 3: signal peptide and glycosylation site in selected proteins. The
square represents the predicted peptide signal using SignalP and the
highlighted amino acid represents the site for predicted glycosylation
using OGPET v 1.0 algorithm. The amino acid position for glycosyla-
tion sites are pointed in the protein sequence.
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59 sequences had at least one transmembrane domain.
Cellular localization prediction indicated that only 20
sequences corresponded to transmembrane proteins and
16 sequences corresponded to secreted proteins. The
difference in transmembrane domain and cellular local-
ization predictions could be explained by the way these
algorithms analyze amino acid sequences. SOSUI iden-
tifies transmembrane region based on hydrophobicity
of the sequence (Hirokawa et al. 1998) whereas Sherloc

Fig. 4: recognition of schistosomula and adult worm proteins by sera
from mice infected with Schistosoma mansoni. Ten micrograms
of schistosomula (Lines 1, 3, 4 from A, 1-3 from B) and adult worm
pro- teins (Lines 2, 5, 6 from A) were separated in a 10% (A) or 12%
(B) sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis and
trans- ferred to a nitrocellulose membrane by Western blot.
Afterwards, the membranes were probed with sera from mice
infected with S. man- soni (in A, Lines 3, 5, in B, 2) or with sera
from non-infected mice as a negative control (in A, Lines 4, 6, in B,
3). Molecular weight (MW), Lines 1, 2 (A) and 1 (B) were stained
with comassie blue.

pH 3-10

6 kDa

Fig. 5: molecular weight and isoelectric profile from proteins recog-
nized by Schistosoma mansoni infected mice sera. One hundred mi-
crograms of adult worm antigens were separated in a bidimensional gel
using immobilized pH gradient strip pH 3-10 and 15% sodium dodecyl
sulfate polyacrylamide gel electrophoresis. The proteins were
trans- ferred to a polyvinylidene dif luoride membrane and probed
with sera from mice infected with S. mansoni. The circles demonstrate
the spots that probably represent the antigens selected by our in silico
analyzes.
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predicts subcellular location based on a set of features
that correlate with location (Shatkay et al. 2007).

Another important characteristic to be considered
while analysing genome search for candidates to be used
in diagnostic assays is its similarity to human proteins,
since auto reactive clones are eliminated or regulated by
the immune system (Abbas et al. 1997) leading to poor
immunogenic antigens. Our results demonstrated that in
the 72 amino acids sequences, 59 had similarity with hu-
man proteins ranging from 9-99%. High similarity with
human proteins was also an exclusion criterion. Proteins
with similarity with human proteins higher than 60%
were excluded from our screening.

Cross reactivity of schistosoma antigens with other
helminthic antigens is also a concern while screening
candidates for immunodiagnosis. S. mansoni and soil
transmitted helminths distribution usually coincides
(Raso et al. 2006, Brooker & Clements 2009, Clements
et al. 2010). Even the use of a protein from the parasite as
antigens in ELISA instead of parasite extract may result
in cross recognition. Recently, the recombinant forms
of Sj14-3-3 and Sj26-GST were used for Schistosoma
japonicum diagnosis with 94.4% and 80.7% sensibility,
respectively, but with cross-reaction with Clonorchis
sinensis and hookworms (Luo et al. 2009). In our screen-
ing selection, similarity with other helminthic proteins
was one of the exclusion criteria. Nevertheless, none of
the 72 sequences selected in the first analysis had any
similarity with other helminthic protein besides schisto-
some. Considering the cellular location and similarity to
human protein, 10 proteins out of the 72 sequences ana-
lysed were selected. In order to predict immunogenicity,
B cell epitope prediction was performed. All proteins
had B cell epitopes predicted in their sequences, the ones
that presented B cell epitopes predicted in the region of
similarity between S. mansoni and human proteins were
excluded from our screening. At the end of all analysis
we selected six candidates to be used in serological di-
agnosis for schistosomiasis with predicted molecular
weight ranging from 12.8-186.5, and predicted isoelec-
tric point ranging from 4.97-9.3. One of this protein se-
quence corresponded to Sm200, a GPI-anchored protein
present in S. mansoni tegument (Braschi et al. 2006,
Castro-Borges et al. 2011) that serves as a target for an-
tibodies and seems to contribute to praziquantel thera-
peutic action (Sauma et al. 1991). Sm12.8 and Sm43.5
were annotated as expressed proteins; Sm127.9 is a hy-
pothetical protein. Two others selected proteins, Sm16.5
and Sm18.9, are putative cytochrome oxidase subunits, a
protein involved in glucose metabolism that is expressed
in cercaria tail and male and female adult worm (Skelly
et al. 1993). Although Sm16.5 and Sm18.9 were selected
in our screening strategy, they may not represent good
candidates to be used on schistosomiasis diagnosis,
since cytochrome oxidase probably will not be available
to host immune system recognition thus not inducing an-
tibodies production in an infected individual.

The immunogenicity of schistosome proteins were
accessed in a 1D and 2D Western blot, using schisto-
somula antigen preparation, adult worm preparation

S. mansoni candidates for diagnosis = Gardenia Braz Figueiredo Carvalho et al.

and sera from infected mice. Antibodies from the sera
of infected mice recognize many proteins in the para-
site preparation, some of the recognized proteins have
molecular weight and isoelectric point similar to those
predicted or documented for the proteins. An exception
could be observed in Sm12.8 and Sm127.9 that may have
had a different migration pattern due to post-translation-
al modification. Although the identification of protein
spots recognized by sera from infected mice through
mass spectrometry is necessary, the Western blot 1D and
2D results indicate a good correlation between these two
approaches and our in silico screening strategy in select-
ing immunogenic proteins.
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5.2 Artigo 2: Carvalho GBF, Pinheiro CS, Oliveira SC, Pacifico LGG, Fonseca
CT. Detection of IgG antibodies against Schistosoma mansoni 200 kDa
recombinant protein as a useful tool for the diagnosis of chronic phase of the

disease. Manuscrito em preparacao

O artigo cientifico apresentado a seguir corresponde ao segundo, terceiro e quarto

objetivos especificos.

Titulo: Detection of IgG antibodies against Schistosoma mansoni 200 kDa
recombinant protein as a useful tool for the diagnosis of chronic phase of the

disease.

Autores: Carvalho GBF, Pinheiro CS, Oliveira SC, Pacifico LGG, Fonseca CT

Manuscrito em preparacao.

Com a predicao, in silico, de potenciais antigenos para serem testados no
imunodiagndstico da esquistossomose, 6 candidatos foram selecionados (artigo 1),
sendo um desses antigenos a proteina Sm200. Uma parte desta proteina foi
expressa e avaliada por Western blot e ELISA, frente a soros de camundongos
infectados e nao infectados para avaliar a antigenicidade, a especificidade e a

sensibilidade.
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Abstract

Backgroud: Sm200, a glycoprotein present at the tegument of adults worms of
Schitosoma mansoni, is a candidate antigen to be used in ELISA based diagnosis of
schistosomiasis due to its predicted in silico antigenicity. C-terminal part of this
protein, containing 1659 amino acids, was expressed - rSm200(1069-1520) and
evaluated by Western blot and ELISA with sera of infected and uninfected mice to
confirm its antigenicity and to determine ELISA specificity and sensibility using the

recombinant antigen.

Results: Immunoblotting analysis showed a specific recognition of rSm200 (1069-
1520) by sera from S. mansoni infected mice. The ELISA assay demonstrated that
this test presented 97.5% of specificity and 75% of sensibility when used in the
diagnosis of chronically infected mice and was not efficient to diagnosis cure after
treatment.

Conclusion: Our findings suggest that rSm(1069-1520) is antigenic and

recommended to diagnosis use of chronically infected mice.

Sponsorships: Ripag/Fiocruz-MG; CPgRR/FIOCRUZ-MS, FAPEMIG. Felowships:
“Fapemig; ""PV/CNPqg; ©* PQ/CNPq

Key words: Schistosoma mansoni, immunodiagnosis, Sm200
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Introduction

Schistosomiasis remains a serious public health problem in 76 countries and
territories of the world with more than 200 million individuals infected and causing
annual losses of 10.4 million in DALYs (Engels et al. 2002 and PAH/WHO 2007).
Although effective drugs against schistosomes are used in disease control programs,
the prevalence of the disease remains unaltered and new diseases foci and acute
outbreaks are observed worldwide (Coura & Amaral 2004, Van der Werf et al. 2003)

It is well known that in low endemic areas and in individuals with low parasite
burden the conventional parasitological methods used in the diagnosis of the disease
are ineffective resulting in underestimated disease prevalence (Enk et al. 2008) and
in failures on the disease control programs (De Vlas et al. 1992).

Due to the need for a more sensitive diagnostic method to detect infection in
low endemic areas, our group recently proposed a new screening strategy to identify
in the parasite genome antigens candidates to be used in a schistosomiasis
diagnosis based on the detection of specific antibodies by ELISA (Carvalho et al.
2011).

One major concern while developing a serological test to diagnosis
schistosomiasis is the choice of an appropriate antigen. Some antigens used in
ELISA present similarities to antigens from other helminthes, and sera from non S.
mansoni infected individuals cross react with these antigens providing a false-
positive result.(Correa-Oliveira et al. 1988, Ishida et al. 2003, Luo et al. 2009). Also
the majority of the diagnostic test based in the detection of specific antibodies do not
discriminate ongoing and previous infection. (Kato-Hayashi et al. 2010) since specific
antibodies remains in the sera after disease cure. However, depending on the
antigen, ELISA can be highly sensitivity for the diagnosis of schistosomiasis (Ishida
et al. 2003, Sorgho et al. 2005, Alarcon de Noya et al. 2007, Luo et al. 2009).
Therefore, selection of antigens based on rational criteria, should be able to increase
the efficiency of the ELISA test for the diagnosis of the disease

Sm200, a glycoprotein with unknown function, linked to S. mansoni adult
worm membrane through a glycosylphosphatidylinositol (GPI) anchor is one of the
antigens described as candidate to compose a ELISA diagnostic test to

schistosomiasis (Carvalho et al. 2011). This protein was initially identified in the
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tegument of the parasite (Sauma and Strand 1990, Sauma et al. 1991) and later
termed 200kDa (Hall et al. 1995), Sm200 (Racoosin et al. 1999) or ECL (Nascimento
et al. 2007). Its location on the tegument surface from S. mansoni adult worms was
recently confirmed by a proteomic analyze of the surface proteins obtained by
enzymatic shave (Castro-Borges et al. 2011). Sm200 has been associated with
praziquantel efficacy, since antibodies against this protein can restore praziquantel
efficacy in B cells depleted mice (Bridley et al. 1989). Furthermore, gene
immunization with Sm200 induces 38% protection in mice and increased production
of IgG1 and IgG2a (Nascimento et al. 2007). Besides its involvement on praziquantel
efficacy and its ability to induce protective immunity, this protein has never been
tested as antigen in serological diagnosis assays.

In the present study, the recombinant form of Sm200(1069-1520) amino acid
fragment containing the C-terminal part of the protein was obtained and used in
immunological assays to evaluate its antigenicity, and its recognition from S.

mansoni infected mice sera.

Materials and methods

Antigens preparation

Cloning, expression and purification of recombinant Sm200 (1069-1520)

Total RNA was extracted by S. mansoni adult worms and messenger RNA
(mMRNA) was purified using RNeasy Kit (Qiagen) according to manufacture. The
complementary DNA (cDNA) was obtained from mRNA through RT-PCR
amplification using specific primers designed for the Sm200 fragment of 3224 to
4557pb, (sense 5 CCGGGATCCGTTATTTACACAGAAGATTTC 3" and antisense 5
CCCGTCGAC TGGTATGCTATCAGTTAGTTG 3°). The amplified product was
purified, digested with BamHI and Sall and linked to the bacterial expression vector
pPET28 (Novagen) digested with the same enzymes. The presence and correct
orientation of the Sm200 gene were confirmed using the “DYEnamic™ ET dye
terminator cycle sequencing (MegaBACE ™) kit and the MegaBACE 1000 capillary
sequencer (Amersham Biosciences). Sm200(1069-1520) was expressed in E. coli

with an in-frame six-histidine C-terminal tag using the pET28 expression vector. For
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protein expression, transformed BL21(DE3) cells were grown in 1L LB medium plus
ampicillin (Img/mL) until achieving absorbance of 0.6 in 600nm. One milimolar of
Isopropylthio-B-galactoside (IPTG, Invitrogen) was added to the culture and cells
were incubated for 4 h at 37 -C. After that, cells were harvested by centrifugation and
ressuspended in 50ml of 20mM Na;HPO4, 10mM NaH,P0O4, 0.5M NaCl and 10mM
imidazole. Subsequently, the cells were submitted to three 30seconds-cycles of
sonication and centrifuged at 5400 g for 20 min. The rSm200 was recovered as
inclusion bodies and solubilized in 50ml of 8M urea, 10mM Na,HPO4, 10mM
NaH,PO4, 0.5M NaCl, and 10mM imidazole. The protein was purified by affinity
chromatography on a Ni-Sepharose column (Hitrap FF crude 5 mL) under denaturing
conditions using an AKTAexplorer chromatograph (GE Healthcare), according to the
manufacturer’'s protocol. The buffer was exchanged to PBS (pH 7.4) using a

desalting column (GE Healthcare) before the use of this antigen.

Mice and Experimental protocol

One hundred thirty swiss female mice were obtained from Rene Rachou
Research Center (Fiocruz) facility and they were used to obtain sera. The animals
were divided in two groups of 50 mice for group 1 (G1) and 80 mice for group 2 (G2).
All animals were infected individually by subcutaneous route with approximately 25
cercariae of S. mansoni (LE strain). The blood samples were collected by retro-orbital
plexus from all mice before the infection (day 0) and after infection, for G1 at days 15,
30, 45, 60, 75, 90, 120, 140 and for G2 at days 90, 119, 150, 180, 210. In addition, at
the 120 day, the animals from G2 were treated individually with oxaminiquine
400mg/weight by gavage. At the end of the experiment mice from both groups were
sacrificed by cervical fracture and perfusion was performed in order to verify the adult
worm burden. All procedures involving animals were approved by the Ethics
Commission on Animal Use (CEUA) from Fiocruz (n°® LW-25/10).

Western Blot 1D

Recombinant Sm200(1069-1520) was loaded on a 10% denaturing
polyacrylamide gel by electrophoresis (Laemmli 1970). From the gel, the protein was

transferred to nitrocellulose membranes (Amersham Biosciences) as previously
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described (Towbin et al. 1979) and the nitrocellulose membranes were blocked with
5% dry milk at 4 °C overnight and reacted with a pool of serum from infected mice
(1:20) for 1 h at room temperature. After three washes with TBST (0.5M NaCl-0.02M
Tris [pH 7.5], 0.05% Tween 20), the membrane was incubated for 1 h at room
temperature with anti-mouse IgG-alkaline phosphatase conjugate (1:4000) (Southern
Biotech) in TBST plus 3% dry milk. Finally the membranes were washed three times
with TBST and treated with Alkaline Phosphatase reaction developing buffer together
with the Biorad revelator kit (AP Conjugate Substrate Kit).

ELISA

The ELISA assay was performed in flat-bottomed plate (Maxisorp), using the
recombinant antigen. The plate were coated with 100ul/well of 0.05M bicarbonate
carbonate buffer, pH 9.6 containing 5ug/ml of the rSm200(1069-1520) (5upg/ml) and
incubated for approximately 16 hours at 4° C. In order to remove the unbound
proteins, the plates were washed three times with 300ul PBS containing 0.05%
Tween 20 (PBST) and blocked with PBST and 3% dry milk and incubated for
approximately 16 hours at 4°C. The sera obtained from animals were diluted 1:40 in
PBS Tween, added (100uL/well) to the plates and incubate for one hour at room
temperature. Plates were then washed and incubated for one hour with 100uL of anti
mouse-lgG conjugated to peroxidase (SouthernBiotec) diluted 1:10.000 in PBST
After further washes, the reaction was revealed for 15 min with 100ul of TMB and
stoped with 50ul of 5% sulfuric acid. The optical density was measured with

automated ELISA reader (Biorad), using a filter of 450nm.

Statistical analysis

The statistical analyzes were performed using the GraphPad Prism 4.0 (San
Diego, Ca, USA). The results, which show normal distribution, were analyzed using
analysis of variance followed by Tukey multiple comparison test when comparisons
involved more than two variables. The Student t test was used when comparing only
two variables. The results that showed no normal distribution were analyzed using
the nonparametric Kruskal-Wallis test followed by Dunn's multiple comparison when
comparisons involved more than two variables. The Mann-Whitney test was used
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when comparing only two variables. The results with p<0.05 were considered
statistically significant. The cutoff points between positive and negative results were
determined using the curves of the Receptor Operating Characteristics (ROC curves

- Receptor Operating Characteristic).

Results and discussion

SDS-PAGE and Western blot 1D

Recombinant Sm200(1069-1520) was analyzed by SDS-PAGE and
immunoblotting using mouse antiserum from infected mice. The molecular mass of
the recombinant protein (Fig 1) was in agreement with the estimated molecular mass
predicted by Pi/Mw tool (http://expasy.org/tools/pi_tool.html). Immunoblotting analysis
showed a specific recognition of rSm200 (1069-1520) by sera from S. mansoni
infected mice (Fig 1) demonstrating that the recombinant protein preserves the
antigenicity previously predicted by in silico analysis (Carvalho et al. 2011). B cell
epitope prediction by BCpred algorithm (http://ailab.cs.iastate.edu/bcpreds/predict
.html) in whole Sm200 protein sequence identified 37 epitopes from those 12
epitopes were predicted to be in the rSm200(1069-1520).

Measurement of total IgG

Recombinant Sm200(1069-1520) was expressed in prokaryote system and it
was used in ELISA assay. To evaluate the performance of rSm200 (1069-1520) as
antigen in ELISA tests for the diagnosis of schistososmiasis, the reactivity of sera
from S.mansoni infected mice (in acute and chronic phase of the disease) was
assessed. For this purpose we divided sera in five groups: negative (non infected
mice), acute (sera from infected mice collected between 15 to 90 days after
infection), chronic (sera from infected mice collected between 120 to 140 days post-
infection), infected (sera from S.mansoni infected mice from both acute and chronic
phases) and treated (sera from mice treated 120 days post-infection and obtained
30, 50 and 80 days post-treatment). In order to determine rSm200(1069-1520)-ELISA
cut-off 40 sera from non-infected mice and 90 sera from infected mice was evaluated

and the absorbances observed was analysed in the ROC curve test. A cut-off of 0.3
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Abs was determined and used to evaluate rSm200(1069-1520)-ELISA sensitivity and
specificity. Comparing the absorbances values, significant differences to negative
group were observed in chronic, infected and treated groups (Fig 2). And no
significant differences were observed between negative and acute groups (Fig 2).
Taking the cutoff into account, rSm200(1069-1520)-ELISA test presented 97.5% of
specificity and 42% of sensibility when used in the diagnosis of schistosomiasis
regardless diasease phase. However this test presented 97.5% of specificity and
75% of sensibility when used in the diagnosis of chronically infected mice. The
reactivity of sera from infected mice to rSm200(1069-1520) increases as the parasite
develop inside the definitive host, any significant differences in the reactivity to
rSm200(1069-1520) was observed between sera from non-infected mice and sera
from mice at days 15, 30, 45, 60 and 90 post-infection (Fig 3). An increase in sera
reactivity to rSm200(1069-1520) was observed 120 days post infection (Fig 3). These
observation are in agreement with Norden and Strand study in 1985 who showed
that antibodies against Sm200 achieves the highest titles 140 days post infection
(Norden and Strand 1985). Based in these results we propose the rSm200 as a good

antigen to be used in the immunodiagnosis of chronically infected mice.

Kinectics of IgG anti-rSm200(1069-1520) in post-treated individuals

Mice were submitted to treatment with oxaminiquine (400mg/kg) 120 days
post-infection with S. mansoni cercarie. The oxaminiquine was chosen as a drug for
treatment due to its ability to cure mice when used at 400mg/kg. In order to evaluate
sera reactivity to rSm200(1069-1520) after effective treatment, we measured specific
anti-rSm200(1069-1520) IgG in sera from treated mice, 30, 60 and 90 days post-
treatment. Worm burden determination after treatment confirmed that oxaminiquine
was able to cure mice, since no parasite was detected in these animals (data not
shown). Any differences between absorbances in non-treated and treated mice were
observed (Fig 4) indicating that rSm200(1069-1520)-ELISA was not efficient to

diagnosis cure after treatment.
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Legend

Figure 1. SDS-PAGE and Western blot analysis of rSm200(1069-1520). rSm200
(1069-1520) was loaded into a 10% SDS-Page and stained with Coomassie Brilliant Blue
R250 (column P), broad range protein marker (BioRad) (column MW) was used to evaluate
rSm200 molecular weight Immunblotted samples was probed with sera from non-infected

(column 1) or S. mansoni infected mice (column 2).

Figure 2: Levels of total IgG against rSm200(1069-1520) in sera from mice of
different groups: negative (sera from mice not infected), acute (sera from infected mice
collected 15 to 90 days post-infection), chronic (sera from infected mice collected 120 to 140
post-infection), infected (sera from infected mice in both acute and chronic phase of
diasease) and treated (sera from infected mice treated 120 days collected30, 50 and 80 days
post-treatment). Statistically significant differences on IgG levels compared to negative group
denoted by an asterisk (p<0.05).

Figure 3: Kinetics of specific IgG production after S. mansoni infection. Mice were
bleed one day before infection (-1, negative control sera) and 15, 30, 45, 60, 75, 90, 120, 140
days post-infection as shown in graphic. The line represents mean of absorbencies in each

time point and the differences in relation to negative sera are denoted by asterisks (*).

Figure 4: Kinetics of 1gG specific for rSm200(1069-1520) in swiss mice after
treatment. The dots represent the mean absorbance for imunoglubilins IgG produced by
each mice swiss with 120 days post-infection (120 PI), and mice treated 120 days post-
infection and 30 (30 PT), 60 (60 PT) and 90 (90 PT) days post-treatment. There is no

statistically a difference among different times.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A Bioinformatica € uma area de conhecimento que se encontra em expansao.
O seu desenvolvimento e o0 seu uso tém alcancado um publico cada vez maior,
principalmente com o surgimento de novas ferramentas que permitem que pessoas
que nao possuem dominio da linguagem de programacao possam utiliza-las. Além
disso, as ferramentas de bioinformatica disponiveis permitem a analise de um
grande numero de informacdes possibilitando a identificacdo de alvos para serem
mais bem estudados em ensaios biologicos e assim reduzindo o tempo de
experimentacdo necessario para responder os questionamentos da comunidade
cientifica (Baldi and Brunak, 2001; Baxevanis and Ouellette, 2005; Lesk, 2002).
Associando a bioinformética e suas ferramentas com a disponibilidade do genoma
do parasito sequenciado, é possivel fazer predicdes e identificar novos alvos de
vacinas, drogas e antigenos para diagndstico, sendo possivel também compreeder
melhor a interacao parasito-hospedeiro.

O objetivo deste projeto foi identificar no genoma do Schistosoma mansoni
antigenos promissores, através de analises in silico, para serem testados no
diagnéstico sorologico da doenca. A estratégia in silico utilizada por nosso grupo
baseou-se em critérios racionais para identificacdo de antigenos que possuissem
caracteristicas essenciais para serem considerados eficientes: presenca no
hospedeiro definitivo, presenca de peptideo sinal, localizacdo celular favoravel e
baixa similaridade com proteinas humanas e de outros helmintos. Com os resultados
obtidos pelas andlises feitas pelos preditores computacionais e baseando-se nos
critérios de selecdo, seis potenciais antigenos foram selecionados (Carvalho et al.,
2011). Dois deles correspondem a proteinas expressas e um corresponde a uma
proteina hipotetica, isto é, ndo se conhece a funcdo biologica destas proteinas.
Como estas proteinas atenderam a todos os critérios de selecao, elas podem ser
consideradas candidatas promissoras para serem usadas no diagnéstico da doenca.
Outras duas proteinas selecionadas foram as citocromo oxidases, que apesar de
serem preditas com localizagcdo extracelular, sdo sabidamente proteinas
mitocondriais envolvidas no metabolismo da glicose e que possuem regides
polimérficas (Skelly et al., 1993; Lopatkin et al., 2010; Weyher et al., 2010). A
presenca de polimorfismos pode resultar em perda de epitopos importantes para o
diagnoéstico da doenca através da deteccéo de anticorpos especificos, o que dificulta

0 uso deste antigeno em testes de diagnostico sorologico. Aparentemente a selecéo
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das citocromos oxidase colocou em duvida os preditores utlizados para selecédo dos
antigenos. Entretanto a Sml14 descrita como proteina citoplasmatica e outras
proteinas citosolicas foram recentemente identificadas no tegumento de verme
adulto de S. mansoni (Braschi et al., 2006). Assim, é possivel que o0 mesmo ocorra
com as citocromos, o0 que nao inviabiliza nossa estratégia de selecédo. Outra proteina
selecionada, a Sm200, foi expressa na forma recombinante — rSm(1069-1520) e
testada em ensaios de ELISA mostrando-se eficiente no diagndstico da doenca em
fase cronica no modelo experimental. Acreditamos que com a utilizacdo da proteina
rSm200(1069-1520) pode-se ter perdido epitopos que seriam importantes para

aumentar a sensibilidade do teste diagndstico.
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7 ANEXO

7.1 Anexo 1 - MS/FIOCRUZ/VPPLR CEUA LICENCA LW-25/10

Ministério da Saude ST
Flocruz
FIOCRUZ ,,i

Fundacao Oswaldo Cruz
Comissao de Etice

Vice-presidéncia de Pesquisa e : -
s : i no Uso'de Animai

Laboratérios de Referéncia

LICENCA LW-25/10

Certificamos que o protocolo (P-22/10-3), intitulado "A utilizagdo de modelo murino
para o desenvolvimento de novo método diagndstico da esquistossomose mansoni", sob a
responsabilidade de LUCILA GROSSI GONCALVES PACIFICO, atende ao disposto na Lei 11794/08, ¢
dispde sobre o uso cientifico no uso de animais, inclusive aos principios da Sociedade
Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL). A referida licenga nao exime a
observancia das Leis e demais exigéncias legais na vasta legislagao nacional.

Esta licenga tem validade até 16/08/2012 e inclui o uso total de :

Mus musculus
- 130 Machos de Swiss webster, Idade: 6 Semana(s).

Rio de Janeiro, 16 de agosto de 201

Dr° Norma Vollmer Labarthe
Coordenadora

Comissao de Etica no Uso de Animais
Vice-presidéncia de Pesquisa e Laboratérios de Referéncia - Fundagao Oswaldo Cruz
Av. Brasil, 4036 - Prédio da Expansao - sala 200 - Manguinhos - Rio de Janeiro / RJ
Telefone: (21) 3882.9121 e-mail: ceua@fiocruz.br
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