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RESUMO 

 

A esquistossomose continua sendo uma das infecções parasitárias mais 

prevalentes no mundo, e para o controle e monitoramento efetivo dessa doença é 

essencial que se disponha de métodos diagnósticos cada vez mais acurados. Utilizando 

ferramentas de bioinformática e o proteoma do parasito S. mansoni, nosso grupo 

selecionou in silico, antígenos candidatos do S. mansoni para serem utilizados no 

diagnóstico sorológico da esquistossomose e no controle de cura da doença pós-

tratamento. A estratégia baseou-se em critérios para seleção de potenciais antígenos que 

levaram em consideração a predição de presença de peptídeo sinal, baixa similaridade 

com proteínas humanas e de camundongos, presença de epítopos lineares de células B e 

T preditos, localização predita favorável (secretada ou de membrana) e predição de 

expressão em estágios de vida do parasito presentes no hospedeiro definitivo. Estas 

condicionais foram aplicadas em um banco de dados relacional construído para integrar 

os resultados das diferentes predições. Sete proteínas foram selecionadas e diante da 

inviabilidade de expressar todas elas, nosso grupo identificou epítopos lineares de célula 

B nas proteínas selecionadas, que foram produzidos como peptídeos sintéticos e 

utilizados na validação da estratégia de seleção in silico utilizada. Esses epítopos foram 

identificados por predição in silico dos programas AAP12, BCPred12, BepiPred e 

predição de regiões intrinsecamente desordenadas (IDRs). Adicionalmente, duas 

proteínas também foram expressas como proteínas recombinantes em sistema procarioto 

e avaliadas em ensaios de ELISA. Para os ensaios de ELISA com os peptídeos 

sintéticos e com as proteínas recombinantes, foram utilizados soro de camundongos 

infectados com S. mansoni e soros de indivíduos provenientes de uma área endêmica de 

baixa intensidade de infecção para S. mansoni e de doadores saudáveis não residentes 

em áreas endêmicas para esquistossomose. Dentre os sete peptídeos sintéticos utilizados 

nos ensaios de ELISA, cinco foram capazes de diferenciar indivíduos infectados de 

áreas endêmicas (INF), de indivíduos negativos de área endêmica (NEG) e doadores 

saudáveis não residentes de área endêmica (HD). Além disso, um dos peptídeos também 

foi capaz de diferenciar soro de indivíduos infectados de área endêmica, de soro de 

indivíduos infectados 30 e 180 dias após tratamento, o que poderia ser utilizado para 

controle de cura. O uso de soros de indivíduos que vivem em áreas endêmicas para 

esquistossomose demonstraram que as proteínas rSm200(1069-1520)-ELISA e a 

rSmVal7-ELISA foram capazes de discriminar  os doadores saudáveis  (HD) e 
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indivíduos infectados (INF) que vivem  em áreas endêmicas para esquistossomose, 

porém  não foram eficientes para o controle de cura após tratamento. Nossos resultados 

demosntram que a estratégia de seleção in silico de antígenos potencias para o 

diagnóstico da esquistossomose apresentou um racional promissor e com resultados 

promissores. 

 

Palavras-chaves: esquistossomose, diagnóstico, bioinformática. 
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ABSTRACT 

 

Schistosomiasis remains one of the most prevalent parasitic infections in the 

world. In order to control and effectively monitor this disease, it is essential the 

availability of more accurate diagnosis methods. Taking advantage of bioinformatics 

tools and S. mansoni proteome informations, our group selected, in silico, candidate 

antigens for the immunodiagnosis of schistososmiasis based on ELISA assays. The 

strategy of selection was based on criteria such as: presence of signal peptide; low 

similarity with human and mouse proteins; the presence of predicted linear B and T 

cells epitopes; favorable location (secreted or membrane) and expression during 

different parasite life stage within the definitive host. These conditionals were applied to 

a relational database developed to integrate the results for all predictions performed. 

Seven proteins were selected, and due to unfeasibility of expressing all of them, our 

group identified  B cell linear epitopes in the selected proteins that were produced as 

synthetic peptides and used to validate the in silico selection strategy used. These 

epitopes were identified using in silico prediction of AAP12 programs BCPred12, 

BepiPred and prediction of intrinsically disordered regions (IDRs). Additionally, two 

proteins were expressed as recombinant proteins using procaryote system and also 

evaluated in ELISA assays. For the ELISA assays using synthetic peptides and 

recombinant proteins, sera of mice infected with S. mansoni, sera of individuals from an 

endemic area of low intensity of infection for S. mansoni and sera of healthy donors, 

non-residents of endemic areas, were used. Among the seven synthetic peptides used in 

the ELISA assays, five were able to edifferentiate between infected individuals living in 

endemic areas (INF) and negative individuals living in endemic area (NEG) or healthy 

donors (HD). Furthermore, one of the peptides was also capable of distinguishing sera 

of infected individuals from endemic area from sera of infected individuals 30 and 180 

days after treatment, which could be used to control cure after treatment. The use of the 

sera of individuals living in endemic area for schistosomiasis demonstrated that 

rSm200(1069-1520)-ELISA and rSmVal7-ELISA were able to discriminate the 

uninfected healthy donors (HD) and infected individuals (INF) living in endemic areas 

for schistosomiasis and it was not effective for the diagnosis of cure after treatment. Our 

results demonstrate that the in silico selection strategy of potential antigens to be used in 

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

 

1.1 Esquistossomose  

 

As doenças parasitárias representam um grave problema de saúde pública em 

vários países do mundo, principalmente naqueles em desenvolvimento, refletindo sua 

situação econômica e social. Neste contexto, as esquistossomoses aparecem como uma 

das infecções parasitárias mais prevalentes no mundo, abrangendo 78 países, 

distribuídos nos continentes americanos (sul e central), africano e asiático. Dentre essas 

regiões, a África é a mais afetada pela doença, compreendendo 90% de todos os casos 

(WHO, 2015). Dentre as doenças negligenciadas, a esquistossomose se destaca por 

apresentar importante grau de morbidade, afetando mais de 240 milhões de pessoas em 

todo o mundo, sendo que, somente no ano de 2013, mais de 40 milhões de pessoas 

necessitaram de tratamento para a doença (WHO, 2015). De acordo com o indicador de 

DALY (Disability-Adjusted Life Years), que quantifica o número perdido em anos de 

vida, devido a problemas relacionados com a doença, a esquistossomose foi responsável 

por 3,31 milhões/DALY (Hotez et al., 2014). 

 Os agentes etiológicos das esquistossomoses são trematódeos digenéicos, 

pertencentes ao gênero Schistosoma. Dentre as cinco espécies que parasitam os 

mamíferos, três possuem maior importância médica para o homem. São elas: 

Schistosoma mansoni (Sambon, 1907), Schistosoma haematobium (Bilharz, 1852) e 

Schistosoma japonicum (Katsurada, 1904), causadores da esquistossomose mansoni, 

esquistossomose hematóbica e esquistossomose japônica, respectivamente. A 

esquistossomose mansoni é endêmica em 54 países e territórios distribuídos pela 

América do Sul, Caribe e África (WHO, 2002), enquanto as esquistossomoses 

hematóbica e japônica estão restritas ao continente africano e asiático, respectivamente. 

No Brasil, a esquistossomose é causada pelo S. mansoni e consiste em um grave 

problema de saúde pública. Dados da prevalência de infecção pelo S. mansoni 

provenientes do Programa de Controle da Esquistossomose (PCE), que foram obtidos 

entre 2005 e 2009 (Scholte et al., 2014), e dados preliminares do Inquérito Nacional de 

Prevalência da Esquistossomose e Geo-helmintos realizados entre 2010 e 2012 (Katz, 

2014), determinados através da técnica de Kato-Katz, com duas lâminas de uma mesma 

amostra, demonstram que a prevalência da esquistossomose reduziu significativamente 

na maioria dos Estados avaliados. No entanto, vários trabalhos demonstram que a 
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avaliação por Kato-Katz de duas lâminas em uma única amostra de fezes, apresenta 

falha de diagnóstico em áreas onde os indivíduos apresentam baixa carga parasitária 

(Enk et al., 2008; Siqueira et al., 2011; Grenfell et al., 2013). Sendo assim, a prevalência 

da doença apresenta-se subestimada. 

 

1.2 Schistosoma mansoni 

 

O S. mansoni possui um ciclo biológico complexo que envolve uma fase de 

reprodução assexuada dentro do hospedeiro intermediário (caramujos do gênero 

Biomphalaria), e uma fase de reprodução sexuada dentro do hospedeiro definitivo 

(homem ou pequenos mamíferos). 

O ciclo de vida do S. mansoni tem início quando ovos, eliminados junto às fezes 

de indivíduos infectados, entram em contato com a água. Esses ovos podem sobreviver 

de 2 a 5 dias em fezes de consistência sólida e 24 horas em fezes diarreicas. O contato 

com a água, sobre influência de temperatura e luminosidade, promove a dissolução das 

fezes e liberação dos ovos no meio líquido, provocando a eclosão e liberação das larvas 

ciliadas, denominadas miracídios. Os miracídios, livres em meio aquático, encontram o 

hospedeiro intermediário e iniciam a penetração nestes moluscos com o auxílio de 

secreções glandulares e movimentos rotatórios. Após a penetração dos miracídios, 

ocorre a perda do epitélio ciliar e a degeneração do terebratorium (extremidade anterior 

do parasito, onde se encontram as terminações das glândulas adesivas e de penetração). 

Em seguida, ocorre o desaparecimento da musculatura subepitelial e do sistema 

nervoso. A larva se torna imóvel e passa a ser chamada de esporocisto primário. Na 2ª 

semana após a penetração, observa-se, no interior do esporocisto primário, uma série de 

ramificações tubulares que preenchem todos os espaços intercelulares do tecido 

conjuntivo; nestas ramificações, as células germinativas estão em intensa multiplicação. 

A partir do 14º dia, inicia-se, então, a formação dos esporocistos secundários. Ocorre o 

desenvolvimento de um aglomerado de células germinativas nas paredes do esporocisto 

primário, a formação de vacúolos mais acentuada na parte central da larva. Os 

aglomerados se reorganizam e dão origem a septos, sendo cada septo considerado um 

esporocisto secundário. Nessa fase, as paredes apresentam uma camada cuticular e, 

abaixo, dupla camada muscular com fibras musculares longitudinais e transversais. Essa 

musculatura é fundamental para locomoção dos esporocistos. Ocorre, a partir do 18º 

dia, a migração transtecidual dos esporocistos, até alcançarem a glândula digestiva ou 
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hepatopâncreas. Esses esporocistos secundários sofrem modificações anatômicas, dando 

início à proliferação das células germinativas e formação das cercárias. A formação 

completa das cercárias, até a sua emergência, ocorre de 27 a 30 dias após a penetração 

dos miracídios (Pan, 1965). Essas cercárias são eliminadas pelo molusco e, ao encontrar 

o hospedeiro definitivo, penetram ativamente na pele ou mucosas podendo ocasionar 

uma dermatite alérgica no local de entrada. A fixação das cercárias na pele é auxiliada 

pela presença de L-arginina e pelo calor proveniente do hospedeiro (Haas et al., 1976; 

Haas et al., 1997), permitindo um contato prolongado entre parasita e hospedeiro, e 

assim, facilitando a penetração das cercárias através da pele. A partir daí, as cercárias 

iniciam a invasão da pele através da ação vibratória da cauda e da secreção das 

glândulas pré-acetabulares, as quais possuem proteases (Haas et al., 1997). Esse 

processo de invasão da pele pelo parasito resulta em perda da cauda e em alterações 

morfofisiológicas, desencadeadas pelas mudanças de temperatura e osmolaridade, 

transformando as cercárias em esquistossômulos (Stirewalt, 1974). Os 

esquistossômulos, então, já transformados, caem na corrente sanguínea e são levados até 

os pulmões e então, chegam até as veias do sistema porta-hepático, local em que 

sofrerão maturação em vermes adultos (Miller e Wilson, 1980). 

Os vermes adultos se acasalam, migram contra a corrente sanguínea, até as 

vênulas do mesentério do intestino e as fêmeas iniciam a oviposição 30-40 dias após a 

infecção. Esses ovos poderão ser carreados através do fluxo sanguíneo para outros 

órgãos, ficando retido nestes e promovendo a formação de uma reação inflamatória 

granulomatosa ao redor dos mesmos. Eles também podem atravessar a mucosa do 

intestino caindo na luz intestinal, sendo eliminados junto às fezes, dando continuidade 

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

O esquema representa o complexo ciclo de vida do S. mansoni, evidenciando a fase de 

reprodução assexuada dentro do hospedeiro intermediário (caramujos pertencentes ao 

gênero Biomphalaria), e a fase de reprodução sexuada dentro do hospedeiro vertebrado 

(homem). Fonte: adaptado de CDC: http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/ 

Schistosomiasis.htm. 

 

 

1.3 Imunopatologia da esquistossomose mansoni 

 

A infecção pelo S. mansoni pode induzir diferentes manifestações clínicas em 

seu hospedeiro definitivo. A localização do parasito, a intensidade da infecção e a 

resposta imune do indivíduo aos antígenos do Schistosoma são fatores determinantes 

para o curso clínico dessa parasitose (Torres, 1976; Boros, 1989). Durante a infecção 

pelo S. mansoni, os indivíduos infectados podem apresentar duas fases distintas da 

doença: a fase aguda e a fase crônica, que diferem entre si em relação às manifestações 

clínicas e imunológicas. 

A fase aguda representa o estágio inicial da doença, que é determinado pela 

penetração das cercárias, migração de esquistossômulos e vermes adultos pelos tecidos 

do hospedeiro definitivo, seguido pelo início da ovoposição. A resposta do sistema 

imune do hospedeiro definitivo contra o S. mansoni inicia-se assim que as cercárias 
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penetram através da pele e liberam diversas moléculas imunogênicas, através da 

secreção das glândulas acetabulares, que auxiliam neste processo de penetração e na 

transformação em esquistossômulos (Haas et al., 1997). Durante essa fase de invasão, a 

resposta imune é inicialmente inata, seguida, poucos dias depois, por uma resposta 

imune adaptativa tipo Th1 dominante. A partir do amadurecimento dos parasitos, por 

volta da sexta semana, começa a produção de ovos e a resposta imune do tipo Th1 (IFN-

γ, IL-2, IL-1, IL-6), que é característica do início da infecção, começa a declinar, 

enquanto a resposta do tipo Th2 (IL-4, IL-13 e IL-5) aumenta (Burke, et al., 2009). 

Em relação às manifestações clínicas, a esquistossomose aguda pode apresentar 

sinais e sintomas inespecíficos (mal-estar, febre, cefaleia, perda de peso, anorexia, 

artralgia, mialgia, edema, etc), respiratórios (tosse, dispneia, dor torácica e alterações 

das provas de função pulmonar e da radiografia do tórax), digestivos (dor abdominal, 

diarreia, hepatoesplenomegalia e elevação das enzimas hepáticas), neurológicos 

(encefalite e mielite), além de eosinofilia (Neves, Martins & Tonelli, 1966).  

A presença dos ovos no organismo do hospedeiro induz a formação de uma 

reação inflamatória focal, constituída por uma variedade de células mononucleares 

fagocíticas e outros tipos celulares, dispostos de forma organizada, denominada 

granuloma (Lenzi et al., 1998). A fase crônica da esquistossomose é caracterizada pela 

modulação do granuloma com a produção de IL-10 (Barsoum et al. 2013). O 

granuloma, ao mesmo tempo em que é danoso ao indivíduo, já que promove importante 

reação inflamatória, que pode causar grave fibrose hepática, também é benéfico, na 

medida em que “sequestra” os antígenos liberados pelos ovos, os quais apresentam 

efeito hepatotóxico (Hams et al., 2013).  

Nesta fase, manifestações clínicas distintas podem se desenvolver, sendo as 

mesmas relacionadas à gravidade da doença.  A forma crônica habitual ou leve é a 

forma em que se encontra na maioria das pessoas infectadas em áreas endêmicas, ou 

eventualmente fora delas, eliminando ovos viáveis nas fezes, mas, assintomática ou com 

episódios de fraqueza, fadiga, dor abdominal e diarreia (Cheever & Andrade, 1967). A 

forma grave ou avançada da esquistossomose é caracterizada morfologicamente pela 

fibrose hepática periportal, dita pipestem, descrita por Symmers (1904). Esta é uma 

lesão representada por expansão fibrosa sistematizada dos espaços porta, acompanhada 

de lesões destrutivas e obstrutivas do sistema da veia porta intra-hepático, mas com 

preservação da arquitetura normal do parênquima (Andrade, 2008). Durante a fase 

crônica, que pode durar a vida do hospedeiro, as fêmeas continuam a produção de ovos 
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(aproximadamente 300 ovos/dia), e os granulomas que se formam dos ovos ficam 

menores do que no período inicial da infecção (Pearce e MacDonald, 2002).  

 

1.4 Estratégias de controle da esquistossomose 

 

Em relação ao controle da esquistossomose, as medidas adotadas baseiam-se na 

melhoria do saneamento básico com o suprimento de águas tratadas, combate ao 

molusco transmissor, educação e promoção da saúde, diagnóstico da infecção e 

tratamento (Rollinson et al., 2012). Com a adoção dessas medidas seria possível 

interromper a expansão da doença para novas áreas e reduzir a prevalência, a morbidade 

e a mortalidade. Porém, o precário padrão socioeconômico dos países endêmicos e a 

falta de interesse político dificultam o controle dessa parasitose.  

Atualmente, o tratamento tem sido o método mais utilizado para controle da 

esquistossomose (Fenwick et al., 2003; Fenwick & Webster, 2006; Gray et al., 2010). 

No Brasil, quando ocorreu a implantação do Programa Especial de Controle da 

Esquistossomose (PECE) em 1977 até 1999, o fármaco utilizado pelo Ministério da 

Saúde no tratamento da esquistossomose era a oxaminiquina (OXA), administrada em 

dose única, e que conferia uma taxa de cura na faixa de 65% a 85%. Entretanto, devido 

ao seu alto custo e de algumas evidências de tolerância do S. mansoni ao fármaco, o 

praziquantel (PZQ) foi introduzido, conferindo taxa de cura entre 60 e 90%, e redução 

de contagem de ovos de 90 a 95% nos casos em que os indivíduos não foram curados 

(Fenwick et al., 2003; El-lakkany et al., 2011). 

 O PZQ é atualmente o medicamento recomendado pela OMS (WHO, 2013), 

tanto em nível populacional quanto individual, devido ao seu baixo custo, eficácia 

contra as formas adultas do parasito e atividade contra as cinco espécies de Schistosoma 

(Doenhoff et al., 2002). O efeito desse fármaco varia de acordo com o estágio de vida 

do parasito, não sendo efetivo contra as formas imaturas, o que inviabiliza o seu uso nos 

estágios inicias da doença. Sendo assim, as formas não eliminadas após o tratamento, 

podem se desenvolver e ocasionar infecções ativas (Picca-Mattoccia et al., 2004). Com 

isso, programas de controle baseados apenas no tratamento em larga escala, não 

associados com o diagnóstico individual da população, possuem efeitos temporários, 

uma vez que reduzem a prevalência e a incidência de formas graves da doença, mas 

falham no controle da transmissão, ocasionando a manutenção da infecção e o 
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surgimento de novos focos (Lambertucci et al., 2000; Engels et al., 2002; Doenhoff et 

al., 2009; Rollinson et al., 2012).  

Outro problema gerado, pelo elevado número de infecções e reinfecções em 

moradores de áreas endêmicas, associado à pressão seletiva exercida no parasito pelo 

constante tratamento da população, é o aparecimento de cepas do parasito resistente ao 

fármaco. Embora poucos casos de isolados de S. mansoni resistentes ao PZQ no campo 

sejam identificados, a redução da susceptibilidade ao fármaco já foi verificada em 

campo, em vários países da África (Fallon et al., 1995; Ismail et al., 1996; Bonesso-

Sabadini & Souza-Dias, 2002; Danso-Appiah & De Vlas, 2002; Melman et al., 2009), e 

já foi induzida em laboratório por Fallon & Doenhoff (1994), Ismail et al. (1994) e 

Couto et al. (2011).  

Dessa forma, um diagnóstico de alta sensibilidade para a esquistossomose torna-

se um instrumento vital para se conhecer a real prevalência com a detecção de infecções 

ativas e para se avaliar com precisão a cura após intervenções terapêuticas. Este 

conhecimento se torna fundamental para o controle da transmissão da doença (Berhe et 

al., 2004).  

 

1.5 Diagnóstico da esquistossomose 

 

Os métodos diagnósticos atualmente dividem-se em dois grupos, os métodos 

diretos e os métodos indiretos. No primeiro, tem-se a detecção do parasito ou suas 

partes, como ovos, substâncias antigênicas ou fragmentos moleculares. Já no segundo, 

têm-se evidências indiretas da infecção pelo S. mansoni pela demonstração de 

reatividade celular a antígenos do parasito ou pela detecção de anticorpos específicos no 

soro do hospedeiro (Rabello, 1990). Outra divisão também permite classificar os 

métodos de diagnóstico como qualitativos ou quantitativos. Os métodos qualitativos 

detectam somente a presença do parasito, enquanto os métodos quantitativos refletem a 

carga parasitária e/ou a resposta imunológica de um indivíduo ou grupo populacional, o 

que permite estabelecer indicadores epidemiológicos para programas de controle. 

 

 1.5.1 Métodos parasitológicos  

 

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

entretanto muitas delas já estão em desuso por não serem consideradas adequadas e 
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apresentarem baixa sensibilidade. A técnica de flutuação (Willis, 1921), a técnica de 

centrifugação em éter sulfúrico (Blagg et al., 1955) e o uso de lâminas sem qualquer 

padronização (Martins, 1973) são exemplos desses métodos.  

Outras técnicas atualmente utilizadas são a da sedimentação espontânea (HPJ) 

que foi descrita por Lutz (1919) e padronizada por Hoffmann, Pons e Janer (1934), a 

técnica de Kato-Katz (Katz et al., 1972) e a técnica de centrifugação com formol acetato 

de etila (TF-Test®) (Gomes et al., 2004). Estas são técnicas muito utilizadas por serem 

simples e de fácil execução, além de apresentarem índice considerável de sensibilidade 

em pacientes quando a carga parasitária é alta.  

A técnica de sedimentação espontânea consiste basicamente na mistura das fezes 

com água, sendo essa solução filtrada e mantida em repouso. Essa sedimentação é 

inserida entre lâmina e laminula, e observada em microscópio. É uma técnica bastante 

utilizada em laboratórios de análises clínicas ou inquérito coproparasitólogicos, por 

possibilitar diagnóstico simultâneo de outras parasitoses.  

A técnica de Kato-Katz consiste na demonstração microscópica de ovos nas 

fezes e é recomendada pela Organização Mundial da Saúde (OMS) (1994). Essa técnica 

foi modificada do seu original (Kato & Miura, 1954) por Katz et al, (1972). Eles 

simplificaram a realização da técnica, substituindo a pesagem das fezes com balança por 

um cartão com orifício central de 6 mm de diâmetro, definindo a quantidade de fezes a 

ser examinada (42,7 ± 2,0 mg). As lâminas confeccionadas podem ser transportadas e 

armazenadas em temperatura ambiente por meses, sem prejuízo dos resultados. Ela é 

uma técnica amplamente utilizada, principalmente por seu baixo custo operacional e 

pela praticidade em situações de infraestrutura laboratorial precária (Rabello, 1997). 

Entretanto, esta técnica torna-se menos sensível em indivíduos com baixa carga 

parasitária, em situações de baixa prevalência e após o tratamento específico (Lin et al., 

2008; Zhang et al., 2009; Ferrari et al., 2003; Enk et al., 2008).  Outras limitações dessa 

técnica é a impossibilidade de execução em amostras diarreicas, baixa reprodutibilidade 

entre amostras, lâminas diferentes de um mesmo indivíduo, e entre leituras de 

examinadores diferentes (Kongs et al., 2001).                    

A técnica de TF-Test® (Three Fecal Test) é constituída por três amostras fecais 

coletadas em dias diferentes e unificadas por meio de concentração do sedimento por 

centrifugação rápida. Elas são duplamente filtradas, transferidas para uma solução 

conservadora (formalina 10%) e posteriormente analisadas por microscopia óptica. 
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A técnica de eclosão de miracídios (Zicker et al., 1977; Jurberg et al., 2008), 

gradiente salínico (Coelho et al., 2009) e helmintex® (Teixeira et al., 2007) estão em 

processo de validação. A técnica de eclosão de miracídios baseia-se no forte 

comportamento fototrópico dos miracídios. Amostras de fezes são acondicionados em 

um frasco próprio e completados com água desclorada até o orifício localizado no ápice 

do funil. O frasco é colocado dentro de uma caixa de madeira permitindo que somente o 

ápice do funil fique exposto à luz. Desta forma, os miracídios são atraídos pela luz 

artificial, podendo então ser coletados e contados. Testes com 1,5g de fezes para 

determinação de sua eficiência demonstraram que a sensibilidade de um único teste é 

equivalente a 36 lâminas de Kato-Katz (Jurberg et al., 2008). A técnica de gradiente 

salínico consiste em um método de baixo custo, de fácil execução, rápido e que traz 

como grande vantagem à redução no número final de análises ao microscópio. O fluxo 

de solução salina a 3% provoca a suspensão e a retirada de sedimentos de baixa 

densidade da amostra fecal, que está diluída em solução salina a 0,9%. Os ovos de S. 

mansoni possuem maior densidade e permanecem na superfície de uma placa porosa, 

quando são analisados ao microscópio óptico. Resultados obtidos em laboratório 

demonstraram que a técnica de gradiente salínico apresenta maior sensibilidade do que 

12 lâminas de Kato-Katz de uma única amostra fecal de 500mg (Coelho et al., 2009). A 

técnica de helmintex® baseia-se no isolamento de ovos de S. mansoni a partir de 30g de 

fezes que são processadas e concentradas. Essas fezes são expostas a um campo 

magnético onde há a interação dos ovos com microesferas paramagnéticas. Apesar da 

sensibilidade, sua limitação está no número de lâminas a serem analisadas, tornando o 

processo demorado e inviável para aplicação na rotina clínica (Teixeira et al., 2007). 

É possível ainda realizar análises por biópsia retal para visualização de ovos no 

tecido, no entanto, esta é uma técnica bastante invasiva e pouco utilizada na prática 

clínica, a não ser em alguns casos onde a patologia atingiu pontos críticos para a saúde 

do paciente (Ferrari et al., 2003).  

A avaliação da prevalência por meio de técnicas parasitológicas tem sido ainda 

hoje um dilema encontrado no diagnóstico da esquistossomose, pois pode-se ter uma 

ideia falsa da real prevalência da doença, principalmente em áreas com indivíduos que 

apresentam baixa intensidade de infecção, o que impacta diretamente no controle da 

parasitose (De Vlas et al., 1992;  Enk et al., 2008). Por esse motivo, a associação de 

técnicas moleculares e imunológicas vem se mostrando sensível e promissora na 

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

 

A PCR (Polymerase Chain Reaction - Reação em Cadeia da Polimerase) é um 

método molecular que permite a amplificação de sequências de DNA ou RNA da 

amostra, copiando-as em larga escala de maneira bastante específica. Algumas técnicas 

de PCR foram descritas como ferramentas para diagnóstico da esquistossomose 

mansoni, sendo primeiramente descrita para detecção de DNA do parasito em amostras 

de fezes humanas (Pontes et al., 2002). Esta metodologia também foi avaliada em áreas 

endêmicas, sendo capaz de detectar fentogramas de DNA de S. mansoni (Pontes et al., 

2003). 

Outra abordagem da PCR convencional, denominada de PCR-ELISA, está em 

fase de validação para o diagnóstico da esquistossomose, utilizando fezes humanas. 

Essa técnica consiste em um processo alternativo de visualização do produto 

amplificado, permitindo uma análise semi-quantitativa. Um método imunológico é 

associado para quantificar o produto de PCR após a ligação do DNA marcado com 

biotina. Apesar do custo relativamente alto, tem apresentado bons resultados 

preliminares, principalmente levando em consideração a quantidade de amostras que 

podem ser analisadas simultaneamente (Gomes et al., 2010). 

 Os métodos moleculares de diagnóstico para detecção de DNA do parasito nas 

fezes pode apresentar alta especificidade e sensibilidade, porém possuem alto custo e 

alta complexidade quanto ao manuseio de equipamentos (Obeng et al., 2008; Kjetland 

et al., 2009), sendo de difícil implementação em áreas endêmicas.  

 

1.5.3 Métodos imunológicos 

 

  Os métodos imunológicos são ferramentas importantes para se avaliar 

indivíduos infectados em inquéritos epidemiológicos, embora forneça apenas evidências 

indiretas da presença do parasito (Chieffi & Kanamura, 1978).  Uma vez que métodos 

parasitológicos de fezes apresentam baixa sensibilidade para diagnóstico de indivíduos 

que possuem infecção de baixa intensidade, os métodos imunológicos têm se mostrado, 

neste contexto, úteis para serem usados em estudos populacionais. Os testes sorológicos 

são metodologias utilizadas para o diagnóstico da esquistossomose, como a reação de 

imunofluorescência indireta e o ensaio imunoenzimatico de ELISA (Enzyme Linked 

Immunosorbent assay). A imunofluorescência é uma técnica que permite visualizar a 
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reatividade de anticorpos presentes no soro dos indivíduos em substratos fixados em 

lâminas utilizando corantes fluorescentes, entretanto, a necessidade do microscópio de 

fluorescência limita a utilização da técnica em áreas endêmicas com pouca estrutura 

(Deelder et al., 1989; Schlsio et al., 1989). O ensaio de ELISA pode ser utilizado tanto 

para detecção de antígenos do parasito quanto para detecção de anticorpos específicos 

no soro dos indivíduos. O imunodiagnóstico da esquistossomose por detecção de 

antígenos circulantes específicos baseia-se na presença de antígenos do parasito na 

circulação sanguínea humana (De Jonge et al., 1991). As abordagens para a detecção de 

antígenos circulantes geralmente envolvem captura do antígeno por anticorpos 

monoclonais. Dois dos antígenos circulantes mais comumente utilizados são as 

glicoproteínas AAC (Antígeno Anódico Circulante) e ACC (Antígeno Catódico 

Circulante), derivadas do epitélio do tubo digestivo dos parasitos (Deelder et al., 1980), 

e sendo a presença destes antígenos indicativa de infecção ativa. A desvantagem da 

detecção de antígenos circulantes se deve ao fato de ser baixa a sensibilidade desse tipo 

de ensaio nos casos em que a prevalência e intensidade de infecção são baixas, podendo 

até mesmo ser inferior aos testes parasitológicos (De Jonge et al., 1991), além de 

apresentarem alto custo e dependência da produção de anticorpos monoclonais 

(Rabello, 1997).  

Outra abordagem que está sendo utilizada para o diagnóstico da esquistossomose 

é o teste imunocromatográfico - POC-CCA® (urine-based point-of-care) para detecção 

do antígeno catódico circulante em amostras de urina (Rapid Medical Diagnostics, 

Pretoria, África do Sul). Esse teste tem se mostrado promissor para ser utilizado em 

estudos epidemiológicos, em laboratórios e campo, apresentando melhor sensibilidade 

que a técnica de Kato-Katz (Colley et al., 2013; Lamberton et al, 2014; Adriko et al, 

2014; Greter et al, 2015) Entretanto, mais estudos de campo, especialmente em áreas de 

baixa endemicidade, são necessários (Lodh et al, 2013; Legesse and Erko, 2008).  

Apesar de ambos os tipos de detecções serem considerados promissores, a 

detecção de anticorpos tem apresentado baixa especificidade, além de não 

diagnosticarem a cura após tratamento (Bdul-Fattah et al., 2000; Derouin et al., 1980; da 

Silva et al., 1998). Uma das dificuldades iniciais no desenvolvimento de testes 

sorológicos é a escolha dos antígenos apropriados. Existem diversos fatores que 

influenciam a escolha de um antígeno para ser utilizado no diagnóstico como: 

produtividade e facilidade de obtenção, elevada estabilidade em condições simples de 

estocagem, antigenicidade, especificidade e compatibilidade com técnicas sorológicas 
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baratas e simples. Os antígenos podem ser obtidos de diversos estágios evolutivos do 

parasito. Os mais utilizados são os extratos brutos, preparados mediante ruptura de 

vermes, cercárias ou ovos. O antígeno solúvel de vermes adultos (SWAP) é a fonte mais 

fácil e abundante de material antigênico (Doenhoff, Chiodini & Hamilton, 2004). 

Antígenos de cercárias são menos empregados devido à sua baixa sensibilidade e 

especificidade (Lunde & Ottensen, 1980). O homogeneizado de ovos, conhecido como 

SEA, contém grande número de frações antigênicas, apesar de somente uma minoria 

desses constituintes ser liberada por ovos viáveis, como demonstrado por Ashton e 

colaboradores (2001). Sendo assim, os extratos brutos apresentam a grande vantagem de 

serem facilmente preparados, entretanto a utilização de preparações purificadas é uma 

possibilidade cada vez mais considerada. A ocorrência de reações cruzadas, 

principalmente observadas com o uso de antígenos brutos que contêm frações 

antigênicas compartilhadas com diversos parasitos, também é um dos grandes 

problemas do uso destes antígenos (Mott & Dixon, 1982; Correa-Oliveira et al., 1988; 

Montenegro, 1992; Ishida et al. 2003; Luo et al. 2009).  

 O uso de proteínas recombinantes como antígenos para o imunodiagnóstico da 

esquistossomose tem aumentado cada vez mais. A expressão de proteínas do ovo de 

Schistosoma japonicum denominadas de SjE16,  SjPPlase e SjRobl, em sistema 

eucarioto, foram avaliadas em ensaios de ELISA e mostraram-se promissoras para o 

diagnóstico de esquistossomose aguda, com sensibilidade de 40%, 80% e 70% 

respectivamente (Chen et al., 2013). Outra proteína recombinante, SjSP-13, de 

Schistosoma japonicum, foi expressa em sistema procarioto e utilizada em ensaios de 

ELISA frente a soro de indivíduos positivos de área endêmica e apresentou 90,4% de 

sensibilidade e 98,9% de especificidade (Xu et al., 2014).  

O desenvolvimento da biologia molecular somado à disponibilidade de genomas 

dos parasitos pode proporcionar a busca por antígenos potencialmente imunogênicos e 

específicos do S. mansoni que possam ser utilizados, como antígenos recombinantes ou 

na forma de peptídeos sintéticos, em testes sorológicos para diagnóstico da 

esquistossomose mansoni. 

 

1.6 Genoma do Schistosoma mansoni 

 

Atualmente uma das abordagens mais promissoras para a identificação de novos 

alvos de vacinas, farmacos e antígenos para diagnóstico, assim como para a 



Gardênia Braz Figueiredo de Carvalho  Tese - Introdução 

34 

 

compreensão da resistência a drogas, diversidade antigênica, infectibilidade e patologia, 

consiste em compreender e decifrar as informações nos genomas dos parasitos 

(TDR/WHO, 2005). 

O S. mansoni é um parasito diploide, com sete pares de cromossomos 

autossômicos e um par de cromossomos sexuais, sendo as fêmeas heterogaméticas 

(ZW) e os machos homogaméticos (ZZ). Ele se encontra entre os primeiros animais que 

desenvolveram dimorfismo sexual e cromossomos sexuais heterogaméticos (Verjovski-

Almeida et al., 2003).  

O estudo do transcriptoma de S. mansoni foi uma iniciativa brasileira, financiada 

por agências locais que teve início em 1992 por meio de um projeto colaborativo entre 

instituições brasileiras, financiado por agências nacionais (Franco et al., 2000). A partir 

de 1994, a Organização Mundial da Saúde iniciou o financiamento da Rede Genoma de 

Schistosoma para a descoberta de novos genes com o objetivo final de identificar novos 

alvos para o desenvolvimento de farmacos, vacinas e diagnóstico. Durante esse período 

a comunidade científica mundial produziu aproximadamente 16.000 ESTs (marcador de 

sequência expressa – Expressed Sequence Tag). Mais tarde, outros dois grandes 

projetos brasileiros de sequenciamento do transcriptoma do S. mansoni foram realizados 

(Oliveira  et al., 2001). O primeiro projeto foi financiado pela FAPESP/MCT/CNPq e 

utilizou uma biblioteca de verme adulto e minibibliotecas de ORESTES (janela de 

leitura aberta - Open Reading frames ESTs) de seis estágios do ciclo de vida do parasito 

(Verjovski-Almeida et al., 2003). O projeto gerou 124.681 ORESTES e ESTs úteis 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 relação com outras sequência de S. mansoni já 

depositadas, tendo 2% delas identidade com genes conhecidos e 21% com ESTs 

depositadas no dbEST. Os outros 73% não encontraram relação com sequência de S. 

mansoni, sendo descritas como novos genes relatados de S. mansoni. A comparação das 

ESTs de S. mansoni com sequência dos bancos de dados permitiu identificar um grande 

número de genes de interesse (Verjovski-Almeida et al., 2003). O segundo projeto, 

financiado pela FAPEMIG/MCT/CNPq, consistiu de uma rede genômica formada por 

instituições do Estado de Minas Gerais que caracterizou o transcriptoma de diferentes 

estágios de desenvolvimento do parasito, a partir da geração de aproximadamente 

42.500 ESTs convencionais (Oliveira et al., 2007).  
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A iniciativa internacional para o sequenciamento do genoma completo do 

organismo foi conduzida pelo The Institute for Genomic Research – TIGR em 

associação 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 últimas versões do sequenciamento genômico e todas as análises 

efetuadas estão disponíveis nos bancos de dados on line GeneDB produzido pelo WTSI, 

e no SchistoDB, banco de dados genômicos desenvolvido para incorporar todos os 

dados disponíveis sobre o S. mansoni. 

A sequência do genoma nuclear de S. mansoni foi obtida por meio da metodologia 

WGS (Whole Genome Shotgun). Essa técnica consiste na quebra de DNA genômico em 

pequenos fragmentos para sequenciamento, e a posterior organização da sequência 

desses fragmentos, para recompor a sequência original. Esse processo foi realizado in 

silico e os fragmentos foram agrupados em 5.745 scaffolds com tamanho superior a 2kb, 

totalizando 363mbp. Além disso, foram identificados 11.812 genes que codificam 

13.162 transcritos. Apesar de 45% do genoma ser composto de elementos repetitivos, 

50% das bases estão presentes em contigs de tamanho maior que 16,3kbp e em scaffolds 

maiores que 824,5kbp (Berriman et al., 2009). 

 Em 2012, uma nova versão do genoma de S. mansoni foi disponibilizada e 

todos os dados foram melhorados devido ao uso do dado de mapeamento genético e de 

tecnologia de sequenciamento em massa, além do transcriptoma (RNA-seq) de 

diferentes fases do parasito e disponibilização dos dados genômicos do S. japonicum e 

do S. haematobium (Protasio et al., 2012). Essa nova metodologia ajudou na melhor 

identificação de regiões transcricionalmente ativas e definiu com mais precisão a 

coordenada dos exons de cada gene. Além disso, a natureza quantitativa do RNA-seq 

permitiu identificar genes diferencialmente expressos de uma forma mais sensível e 

precisa do que os outros métodos anteriormente empregados (Marioni et al., 2008; 

Shendure,  2008). Na primeira versão do genoma, pela técnica de FISH (fluorescence in 

situ hybridization), foi possível localizar, aproximadamente, 43% dos fragmentos 

montados em um dos sete cromossomos autossômicos ou no cromossomo sexual de S. 

mansoni (Berriman et al., 2009). Na nova versão já foi possível mapear 81% das 

sequências em seus cromossomos, sendo o cromossomo um o maior deles. Além disso, 

o número de scaffolds foi reduzido para 885 e o número de genes preditos passou de 

11.807 para 10.852. Dos genes excluídos, 65% haviam sido anotados como proteínas 

hipotéticas (Protasio et al., 2012). 
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1.7 Ferramentas de Bioinformática  

 

A Bioinformática é um campo da ciência que está em crescimento e envolve o 

uso de técnicas de matemática aplicada, criação e aperfeiçoamento de algoritmos, 

técnicas computacionais, estatísticas e teoria da computação para solucionar problemas 

relacionados ao gerenciamento e análise de dados biológicos (Baldi and Brunak, 2001; 

Baxevanis and Ouellette, 2005; Lesk, 2002).  

Com o auxílio de programas computacionais é possível realizar predições 

relevantes a partir de sequências depositadas em bancos de dados, elucidando detalhes 

acerca das características, estrutura, e função dos genes e proteínas. Nesse contexto, 

existem inúmeras ferramentas de bioinformática capazes de fazer a predição de 

características em sequências lineares de proteínas que são importantes para reduzir o 

tempo de pesquisa e custos através do desenvolvimento de predições para auxiliar e 

melhorar abordagens experimentais em pesquisas biológicas. 

Diante do exposto e das limitações em relação ao diagnóstico da 

esquistossomose mansoni, torna-se favorável a utilização de ferramentas de 

bioinformática para selecionar alvos para serem utilizados no diagnóstico dessa doença. 

As condições para que uma proteína seja considerada um bom antígeno, tanto para o 

desenvolvimento de vacinas quanto para serem utilizadas no diagnóstico, baseiam-se 

em características que irão facilitar o seu reconhecimento pelo sistema imunológico do 

hospedeiro. Frente a essas condições, torna-se importante que essas proteínas possuam 

peptídeo sinal, baixa similaridade com proteínas humanas, epítopos lineares de célula B 

e T e localização celular favorável.  

Os peptídeos sinais são sequências de 15 a 60 resíduos de aminoácidos, 

geralmente localizados na porção N-terminal das proteínas. Muitas das proteínas 

sintetizadas nos compartimentos celulares não desempenham seus papéis biológicos 

necessariamente nos locais onde são geradas, necessitando ser exportadas para a região 

específica onde exercerão suas funções. A sequência do peptídeo sinal tem por função 

marcar as proteínas que serão exportadas para determinados locais, como, por exemplo, 

o ambiente extracelular. Essas proteínas são reconhecidas por meio do peptídeo sinal, o 

qual, após a exportação, podem ser removidos da proteína por meio da ação de 

proteases ou manter-se como parte integrante da mesma (Clark, 2005; Alberts et al., 

2008). Alguns preditores como SignalP 4.0 e Sigcleave são capazes de 
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computacionalmente fazer a predição da presença ou não de peptídeo sinal em uma 

sequência de proteína.  

Outro critério importante para selecionar proteínas candidatas para serem 

utilizadas no diagnóstico da esquistossomose é o percentual de semelhança entre as 

proteínas avaliadas, proteínas humanas e proteínas de camundongos, uma vez que, se a 

porcentagem de similaridade for alta, as proteínas selecionadas podem apresentar baixa 

antigenicidade (Abbas et al., 1997).  

Epítopos são unidades essenciais mínimas de informação derivados de proteínas 

do próprio organismo ou não, e que estimulam respostas imunológicas celulares (célula 

T) e/ou humorais (célula B). A identificação e caracterização de epítopos de células B 

desempenham um papel importante na concepção de vacina, de testes de 

imunodiagnóstico, e na produção de anticorpos, uma vez que epítopos de células B são 

os sítios que são reconhecidos pelo sistema imune do hospedeiro, podendo potencializar 

uma resposta imune (Larsen et al., 2006). Portanto, ferramentas computacionais para 

predizer epítopos lineares de célula B em sequências de proteínas são fundamentais, 

embora a estratégia mais promissora fosse realizar a predição de epítopos 

conformacionais, sendo necessária, para isso, a estrutura tridimensional da proteína. A 

predição de epítopos lineares de células T é importante, uma vez que para produção de 

anticorpos específicos contra a proteína é necessária a participação de células T que 

precisam ser ativadas pela ligação de seus receptores ao complexo principal de 

histocompatibilidade, formando o complexo MHC-peptídeo, e de moléculas 

coestimulatórias. No homem, esses genes são chamados de Human Leukocyte Antigen, 

ou genes HLA, e em camundongos, eles são designados como genes H-2 (Janeway et 

al., 2002). 

A localização de uma proteína também é um fator fundamental para que ela seja 

reconhecida pelo sistema imunológico. Proteínas restritas ao compartimento citosólico 

não são bons alvos imunológicos, enquanto as proteínas associadas à superfície ou 

proteínas secretadas são mais acessíveis ao sistema imunológico do hospedeiro podendo 

levar à produção de anticorpos específicos.   

Além das ferramentas clássicas de bioinformática, outra abordagem promissora 

para identificar proteínas antigênicas é a busca de epítopos lineares de células B 

associadas com regiões intrinsecamente desordenadas (IDRs, do inglês, Intrinsically 

Disordered Regions). Proteínas que possuem regiões intrinsecamente desordenadas 

representam uma classe de proteínas com ausência de estrutura parcial ou total em seu 



Gardênia Braz Figueiredo de Carvalho  Tese - Introdução 

38 

 

estado nativo. Devido à sua adaptabilidade intrínseca, tais proteínas podem estar 

envolvidas em muitos processos biológicos importantes incluindo o escape do sistema 

imune e o processo de interação parasito-hospedeiro (Wright e Dyson, 1999; Dyson e 

Wright, 2005; Feng et al., 2006). Em um estudo utilizando epítopos lineares de células 

B altamente antigênicos, provenientes de um antígeno de membrana de Plasmodium 

vivax, promissor para vacinas contra malária, Bueno e colaboradores (2011) concluíram 

que a presença de regiões intrinsecamente desordenadas em epítopos lineares de células 

B, tornam esses epítopos mais propensos a serem os mais antigênicos e imunogênicos 

dentro da proteína.  
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2 JUSTIFICATIVA 

 

A esquistossomose continua sendo uma das infecções parasitárias mais 

prevalentes no mundo com mais de 240 milhões de pessoas infectadas em 78 países. 

Para o controle e monitoramento efetivo dessa doença é essencial que se disponha de 

métodos diagnósticos cada vez mais sensíveis (Savioli et al., 1997; WHO, 2014). Um 

diagnóstico eficaz, com ampla aplicação na detecção de casos em áreas de alta e baixa 

prevalência e controle de cura após intervenções terapêuticas, desempenha um papel 

fundamental para avaliar o sucesso das estratégias de controle de transmissão da doença 

(Berhe et al., 2004; Weerakoon et al, 2015). Os métodos parasitólogos ainda são os 

mais utilizados em programas de controle de esquistossomose em todo o mundo, 

principalmente em pacientes de área endêmica e para avaliação de cura pós-tratamento, 

sendo a técnica de Kato-Katz a mais utilizada por ser rápida e de baixo custo (Katz et 

al., 1972; WHO 1993). Entretanto, a redução da carga parasitária de indivíduos tratados 

indicam a necessidade de adaptação do número de lâminas examinadas, além da 

associação de técnicas moleculares e imunológicas que vêm mostrando-se sensíveis e 

promissoras na identificação do parasito em amostras com resultado coproscópico 

negativo (Enk et al., 2008; Gonçalves et al., 2006, Noya et al., 2007). Existe uma ampla 

variedade de testes imunológicos, sendo o ensaio de ELISA, o de escolha para o 

diagnóstico em massa por apresentar baixo custo, reprodutibilidade e facilidade de 

execução (Oliveira et al., 2003). Uma das dificuldades iniciais no desenvolvimento do 

teste de ELISA é a escolha de antígenos apropriados. Para transpor essas limitações, 

faz-se necessário o uso de um antígeno que não apresente reação cruzada com outros 

parasitos e cuja reatividade frente a soro de indivíduos infectados e tratados caia 

progressivamente após o tratamento. 

 No Brasil, estudos indicam que a prevalência da esquistossomose está sendo 

subestimada devido à dificuldade de se diagnosticar indivíduos com baixa carga 

parasitária, principalmente em áreas de baixa endemicidade, através dos métodos 

utilizados atualmente (Enk et al., 2008; Gargioni et al., 2008; Cavalcanti et al., 2013). 

Esse fato se deve principalmente ao tratamento, que pode levar a redução da carga 

parasitária dos indivíduos infectados, dificultando sua identificação pelos métodos 

diagnósticos disponíveis. Sendo assim, torna-se necessária uma investigação mais 

minuciosa para verificar se a redução na prevalência da esquistossomose em áreas 
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endêmicas representa realmente redução no número de indivíduos infectados ou se 

simplesmente reflete diminuição na carga parasitária dos indivíduos tratados. 

Nesse contexto, as limitações das estratégias utilizadas no controle da 

esquistossomose evidenciam a necessidade do desenvolvimento de um diagnóstico mais 

sensível que seja capaz de discriminar indivíduos infectados e não infectados de áreas 

de baixa prevalência e de monitorar a cura após tratamento da doença. Diante do 

exposto, este trabalho foi desenvolvido a partir da necessidade de um antígeno para o 

diagnóstico da esquistossomose que possua altas especificidade e sensibilidade, e que 

seja capaz de diferenciar indivíduos curados após tratamento quimioterápico. Frente aos 

avanços na área de bioinformática e à disponibilidade do genoma do S. mansoni 

(Berriman et al., 2009), propusemos selecionar novos antígenos do S. mansoni para 

serem testados e utilizados no diagnóstico da esquistossomose e de cura da doença pós-

tratamento, por análises in silico.  Alguns dos antígenos selecionados foram avaliados 

em ensaios imunológicos a fim de se identificar bons candidatos para o 

imunodiagnóstico da doença. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Selecionar e avaliar antígenos do S. mansoni para serem utilizados no diagnóstico 

sorológico da esquistossomose e no controle de cura da doença pós-tratamento. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

1 - Desenvolver um workflow utilizando ferramentas de bioinformática de código livre 

instaladas nos servidores locais e dados extraídos do banco de dados SchistoDB para 

selecionar antígenos para diagnóstico da esquistossomose e controle de cura pós-

tratamento. 

 

2  - Integrar as análises in silico em um banco de dados relacional para possibilitar a 

extração da informação biológica relevante. 

 

3 - Selecionar epítopos lineares de células B, das proteínas selecionadas, para serem 

sintetizados como peptídeos e avaliados em ensaios de ELISA para validar a estratégia de 

seleção desses antígenos. 

 

4 - Expressar em sistema procarioto e purificar algumas proteínas recombinantes, 

selecionadas pelas análises in silico, como candidatas para diagnóstico da esquistossomose 

e de controle de cura pós-tratamento. 

 

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

tratados e não infectados frente aos antígenos selecionados.   

 

6 - Avaliar a existência de reconhecimento cruzado dos antígenos selecionados por soro de 

camundongos e indivíduos infectados com outros helmintos. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Análises in silico  

 

4.1.1 Estratégia para escolha dos programas utilizados  

 

Para realização deste trabalho, foram utilizadas ferramentas de bioinformática 

para analisar e gerenciar dados do proteoma do parasito. A predição computacional foi 

realizada utilizando banco de dados e diversos algoritmos disponíveis de código livre 

que foram instalados localmente. 

A escolha dos programas utilizados, para predição das proteínas, baseou-se 

primeiramente na disponibilidade para serem instalados e executados em um servidor 

local do Centro de Pesquisas René Rachou (CPqRR), o que permitiu analisar um 

número muito maior de sequências e de forma automatizada.  O segundo critério 

abordou as características necessárias para que uma proteína possa ser considerada uma 

potencial candidata para o diagnóstico da esquistossomose. Os três proteomas e os 

programas utilizados foram: S. mansoni, Homo sapiens, Mus musculus, Sigclaeve, 

TargetP 1.1, SignalP 4.0, BLAST-Basic Local Alignment Search Tool/NCBI, BepiPred 

1.0, BCPREDS: B-cell epitope prediction, TMHMM v. 2.0, SherLoc2 - Predicting 

Protein Subcellular Localization e NetMHCII 2.2. Após as predições, os resultados das 

análises foram armazenados no banco de dados MySQL e gerenciados de forma a 

responder aos questionamentos determinados. 

 

4.1.2 Banco de dados de Domínio Público  

 

4.1.2.1 SchistoDB 2.0 

 

O banco de dados genômico para o parasita S. mansoni - SchistoDB 

(www.schistodb.net) foi acessado em 02 de abril de 2012, de onde foi obtido o 

proteoma predito do parasito. Foram obtidas 13.273 sequências, em formato embl e 

adicionalmente foram obtidas as sequências correspondentes a cada fase de vida do 

parasito, que também estavam disponíveis nesse banco de dados. 

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

realização das predições computacionais.  
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4.1.2.2 Proteoma predito de H. sapiens e M. musculus 

 

Adicionalmente foram obtidos do banco de dados do NCBI 

(ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/) em 12 de junho de 2012 e instalados no servidor 

local os proteomas de H. sapiens e M. musculus, com 32.799 e 28.871 sequências de 

proteínas, respectivamente. 

 

4.1.3 Preditores utilizados para predição de peptídeo sinal 

 

4.1.3.1 SignalP 4.0  

 

 O preditor foi obtido e instalado no servidor em 15 de fevereiro de 2013. O 

programa SignalP 4.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) permite obter a 

predição de peptídeos sinais e a localização do sítio de clivagem em sequências de 

aminoácidos de diferentes micro-organismos: Gram positivos procariotos, Gram-

negativos procariotos e eucariotos. As predições são feitas através da combinação de 

redes neurais artificiais e de modelos ocultos de Markov (Petersen et al., 2004). Foram 

determinados o formato de saída dos resultados das análises das sequências em apenas 

uma linha (short), método padrão (best) onde o preditor decide quais redes neurais 

darão o melhor resultado, o tipo de organismo no qual o algoritmo do preditor foi 

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

 

4.1.3.2 Sigcleave 

 

O preditor foi obtido e instalado no servidor local em 17 de abril de 2012. O 

Sigcleave (http://emboss.sourceforge.net/apps/release/6.0/emboss/apps/Sigcleave.html) 

realiza a predição de sítios de clivagem entre a sequência de peptídeo sinal e a proteína 

madura que vai ser exportada utilizando o método de von Heijne (1986), que baseia-se 

no tratamento de posicionamento -1 e -3 de matrizes que são levemente alteradas. O 

preditor analisa uma ou mais sequências de proteínas e estabelece um relatório 

EMBOSS (European Molecular Biology Open Software Suite) padrão com a posição, 

comprimento e pontuação de cada sequência de peptídeo sinal predita. Para execução do 

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

 

 O TargetP (http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/) foi obtido e instalado no  

servidor em 16 de abril de 2012. Esse preditor realiza a predição de localização 

subcelular de proteínas eucariotas, baseando-se na identificação de sequência N-

terminal: peptídeo de cloroplasto em trânsito (cTP), peptídeo direcional mitocondrial 

(mTP) e peptídeo sinal de vias secretórias. O programa utiliza os preditores ChloroP, 

para predição de sítio de clivagem em cloroplasto e SignalP para sítio de clivagem em 

proteínas secretadas (Emanuelsson et al., 2000). Foram estabelecidos os parâmetros que 

determinaram que as sequências inseridas não fossem de plantas e incluiu-se também a 

predição do sítio de clivagem. 

 

4.1.4 Preditores utilizados para predição de localização celular  

 

4.1.4.1 TMHMM 2.0 

 

Acessado em 17 de abril de 2012, o TMHMM v. 2.0 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/) realiza predição de hélices transmembrana 

de proteínas e discrimina proteínas solúveis de proteínas de membrana. A localização e 

a orientação de hélices alfa que atravessam a membrana são baseadas em um modelo 

oculto de Markov (Krogh et al., 2001; Sonnhammer et al., 1998). Para execução do 

preditor foi utilizado o parâmetro “short” para saída dos resultados. 

 

4.1.4.2 SherLoc2 - Predicting Protein Subcellular Localization  

 

O programa SherLoc2 (Applied Bioinformatics Group) (http://www-

bs.informatik.uni-tuebingen.de/Services/SherLoc/) foi obtido e instalado no servidor 

local em 17 de maio de 2012. O preditor é um dos algoritmos disponíveis para fazer a 

predição de localização subcelular de proteínas, baseando-se na predição de quatro 

diferentes sequências classificadoras (peptídeos alvo N-terminal, sinais internos de 

âncora, composição global de aminoácidos e classificação de sequências-motivo) e de 

um classificador baseado em texto (Shatkay et al., 2007). Quatro desses classificadores 

(peptídeos alvo N-terminal, sinais internos de âncora, composição global de 

aminoácidos e classificação texto) utilizam o classificador de parâmetros SVM (support 
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vector machine) para realizarem suas análises. O SVM é um conceito em estatística e 

ciência da computação para um conjunto de métodos de aprendizagem que analisam 

dados e reconhecem padrões usando análises de classificação e regressão (Vapnik, 

1998). A classificação de sequências-motivo utiliza uma busca por motivos que produz 

um vetor de características binárias indicando a presença ou não de 43 sequências-

motivo na sequência de consulta. Os dados das quatro sequências classificadoras e da 

sequência baseada em texto são integrados e analisados por SVM e resultam em uma 

melhor predição de localização subcelular da proteína. O parâmetro selecionado para 

predição das sequências foi determinado de acordo com o organismo, sendo o de 

“animal” o escolhido. 

 

4.1.5 Preditores utilizados para predição de epítopos  

 

4.1.5.1 BepiPred 1.0  

 

 O BepiPred (http://www.cbs.dtu.dk/services/BepiPred/) foi obtido e instalado no 

servidor local em 02 de abril de 2012. O programa realiza a predição localizando 

epítopos lineares de célula B utilizando uma combinação do modelo oculto de Markov e 

o método de escala de propensão onde são atribuídos valores para cada aminoácido de 

acordo com características pré-definidas (Larsen et al., 2006). Para cada sequência de 

entrada é gerada uma predição com um escore e anotação para cada resíduo. Um 

resíduo anotado com um "E" é predito como sendo parte de um epítopo linear de células 

B (escore acima do ponto de corte), e um resíduo anotado com um "." representa um 

resíduo predito por não ser parte de um epítopo (escore abaixo do ponto de corte). A 

relação entre a sensibilidade e a especificidade é baseada em um cálculo de referência 

que contém cerca de 85 epítopos de células B. O ponto de corte utilizado para predição 

de epítopos lineares de célula B das sequências de proteínas foi de 0,6 com tamanho de 

epítopo igual a no mínimo 12 mer. 

 

4.1.5.2 BCPREDS: B-cell epitope prediction server 

 

O BCPREDS (ailab.cs.iastate.edu/bcpreds) foi instalado localmente e executado 

em uma interface Java em 10 de abril de 2012. O preditor permite ao usuário escolher o 

método para predizer epítopos lineares de célula B:  BCPred e AAP12 onde o 
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comprimento dos epítopos preditos pode variar de 12 a 22 ou  FBCpred onde o tamanho 

do epítopo predito pode ser inserido pelo usuário. Os métodos utilizam o classificador 

de parâmetros SVM (support vector machine) sendo que o método AAP (Amino acid 

pair) difere-se do BCPred por usar uma escala de antigenicidade com epítopos lineares 

de célula B em pares obtidos por decomposição contínua associada ao parâmetro SVM 

(Chen et al., 2007). Para realizar a predição, foram utilizados os métodos BCPred12 e 

AAP12 onde foi utilizado o parâmetro de tamanho de epítopo igual a 12 mer para 

ambos com ponto de corte de 0,75. 

 

4.1.5.3 NetMHCII 2.2  

 

O NetMHCII (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetMHCII/) foi executado em 11 

de abril de 2012. O programa realiza a predição da ligação de peptídeos de células T 

com MHC de classe II para os genes HLA-DR e MHC de classe II de camundongos, 

utilizando redes neurais artificiais. As predições podem ser obtidas para 14 alelos do 

gene HLA-DR (DRB1_0101, DRB1_0301, DRB1_0401, DRB1_0404, DRB1_0405, 

DRB1_0701, DRB1_0802, DRB1_0901, DRB1_1101, DRB1_1302, DRB1_1501, 

DRB3_0101, DRB4_0101 e DRB5_0101), e também três alelos de classe II de 

camundongos do gene H-2 IA (H2-IAb, H2-IAd e H2-IAs) (Nielsen Morten and Ole 

Lund, 2009). Foram utilizados os parâmetros padrões do preditor e todos os alelos de 

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

 

4.1.6 BLAST - Basic Local Alignment Search Tool/NCBI 

 

A ferramenta utilizada para comparar a similaridade das proteínas do parasito S. 

mansoni com as proteínas de humanos e camundongos foi o programa de busca por 

similaridade de sequências denominado BLAST (Basic Local Alingnment Search Tool) 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). O BLAST é uma marca registrada da 

Biblioteca Nacional de Medicina dos Estados Unidos da América e é um algoritmo 

otimizado para fazer alinhamentos locais entre sequências de nucleotídeos ou 

aminoácidos, procurando o maior grau de identidade ou similaridade respectivamente, 

entre a sequência em estudo e sequências depositadas em um determinado banco de 

dados (AltschuP et al., 1990). Os resultados dos alinhamentos gerados pelo BLAST são 

avaliados por dois valores de resposta: o “Escore” e o “E-value” (valor esperado). O 
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“Escore” é um número constituído pela soma dos pesos atribuídos ao pareamento entre 

aminoácidos idênticos (maior peso), similares (peso intermediário) e diferentes (peso 

negativo). Logo, quanto maior o “Escore”, maior a similaridade entre as sequências. Na 

versão atualizada do BLAST ainda considera-se na contabilização do “Escore” a 

presença de “gaps”, que são espaços introduzidos no alinhamento para compensar 

inserções e deleções de uma sequência relativa a outra. O “E-value” é um valor 

calculado a partir do “Escore”, que fornece a noção de qual é a chance de se encontrar 

um “Escore” maior ou igual ao do alinhamento considerado dentro do banco de dados 

pesquisado ao acaso. Desta forma pode-se verificar que quanto maior o “Escore” 

menor o “E-value”. 

O programa utilizado foi BLASTP (comparação entre sequências de proteínas), 

com valor de corte de E-value de 10
-6

. 

 

4.1.7 Estratégia de seleção de proteínas candidatas para o diagnóstico da 

esquistossomose  

 

 A estratégia utilizada por nosso grupo está desenhada na próxima figura (Figura 

2). Primeiramente foram selecionadas as proteínas que possuíam peptídeo sinal 

utilizando três preditores: Sigcleave ou TargetP ou SignalP. As proteínas resultantes da 

união desses três preditores foram avaliadas quanto à similaridade com proteínas 

humanas e de camundongos considerando o escore mais alto do resultado.  As proteínas 

que possuíam mais de 60% de similaridade foram excluídas. Após a realização dessas 

duas análises (peptídeo sinal e análise de similaridade), os resultados foram avaliados 

quanto à predição de presença de epítopo linear de célula B utilizando três preditores: 

BepiPred, BCPred12 e AAP12, onde foram considerados epítopos aqueles que 

apresentaram escores maiores que um. As proteínas que possuíam epítopos B lineares 

preditos comuns a esses três preditores foram selecionadas. Posteriormente, frente aos 

resultados dessas três análises (peptídeo sinal, análise de similaridade e epítopo linear 

de célula B), foram selecionadas apenas proteínas comuns que foram preditas com 

localização favorável (domínio transmembrana, extracelular e secretada) utilizando dois 

preditores: TMHMM e Sherloc2. Com os resultados desse conjunto de análises 

(presença de peptídeo sinal, baixa similaridade com proteínas humanas e de 

camundongos, presença de epítopos lineares de célula B e localização favorável) foram 

selecionadas as proteínas que possuíam epítopos de célula T preditos para ligarem em 
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17, 16, 15, 14 ou 13 alelos de MHC classe II utilizando o preditor NetMHCII. Os 

estágios de vida do parasito presentes no hospedeiro definitivo foram definidos de 

acordo com o objetivo da escolha da proteína. Primeiramente foram selecionadas 

proteínas comuns aos estágios de esquistôssomulo (ES), esquistôssomulo pulmonar 

(EP), verme adulto (VA) e ovo (OV). Outra análise foi realizada selecionando apenas 

proteínas presentes nos três estágios: esquistôssomulo (ES), esquistôssomulo pulmonar 

(EP) e verme adulto (VA) para selecionar proteínas para serem utilizadas no controle de 

cura da doença após tratamento quimioterápico, uma vez que após o tratamento, o 

parasito é eliminado e o ovo persiste por um tempo maior, o que poderia estimular 

resposta imunológica.  
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Figura 2 - Workflow com delineamento da estratégia de seleção in silico de 

proteínas candidatas potenciais para o diagnóstico da esquistosomose mansoni 

 

 

 

4.1.8 Integração dos resultados obtidos através de banco de dados relacional 

 

 O MySQL, que é um sistema de gerenciamento de banco de dados (SGBD), que 

utiliza a linguagem SQL (Structured Query Language) e como front-end o MySQL 

Workbench (software) foi utilizado em nosso estudo. Com essa ferramenta foi possível 
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coletar, processar, organizar e armazenar todos os dados, facilitando acessos 

diferenciados dependendo da estratégia utilizada. O banco de dados foi construído e 

modelado de forma a possibilitar as buscas específicas necessárias para extração da 

informação biológica de interesse. 

 

4.1.9 Seleção de epítopos lineares de célula B para serem sintetizados  

 

Devido à quantidade de proteínas selecionadas e diante da inviabilidade de 

expressar todas elas, nosso grupo selecionou epítopos lineares de célula B das proteínas 

selecionadas, segundo o estágio de vida do parasito no hospedeiro definitivo (ES, EP, 

VA, OV) ou (ES, EP, VA) e com predição de se ligarem a um maior número de alelos, 

para serem sintetizados e validar a estratégia de seleção in silico utilizada. 

 Esses epítopos foram selecionados baseando-se na predição in silico dos 

programas AAP12 (escore=1), BCPred12 (escore=1) e BepiPred (escore>=1,5), que 

foram descritos por Resende et al (2012) como tendo o melhor desempenho para 

predição de epítopos em proteínas de protozoários parasitas. Primeiramente foi 

realizada uma busca por epítopos lineares de células B preditos pelos três programas 

simultaneamente. Frente ao resultado dessa análise, caso nenhum epítopo fosse 

encontrado, uma segunda busca foi realizada utilizando apenas os programas AAP12 e 

BepiPred com os mesmos escores utilizados anteriormente. Ainda, caso nenhum 

epítopo fosse encontrado, os escores foram alterados para 0,9 (AAP12) e >=1 

(BepiPred). Também foi verificado se esses epítopos lineares de célula B preditos 

estavam em regiões de peptídeo sinal, região transmembrana e se possuíam semelhança 

com proteínas de humanos. Aqueles que apresentaram uma dessas características foram 

eliminados da seleção. 

 Com os parâmetros citados acima, para cada proteína selecionada, vários 

epítopos lineares de células B foram encontrados. Novamente, devido à inviabilidade 

financeira de sintetizar todos eles, utilizamos outro parâmetro para escolher quais 

peptídeos seriam sintetizados. Para isso, submetemos os peptídeos à predição de regiões 

intrinsecamente desordenadas (IDRs) e posteriormente avaliamos novamente a predição 

de epítopos lineares de célula B com o programa BCPred12 com um escore mínimo de 

0,75; na mesma região das predições encontradas anteriormente pelos preditores AAP12 

e BepiPred.  
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Para realização da predição de regiões intrinsecamente desordenadas (IDRs), foi 

utilizado o pipeline de análise computacional desenvolvido por Ruy et al (2014). Nesse 

pipeline foram empregadas seis metodologias de predição de desordem: DisEMBL, que 

implementa três metodologias – Coils, Remark465 e Hot Loops, (Linding et al., 2003a), 

GlobPipe (Linding et al., 2003b), IUPred (Dosztányi et al., 2005) e VSL2B (Peng et al., 

2006).  

Para cada proteína selecionada, apenas um epítopo linear de células B foi 

escolhido para ser sintetizado. O peptídeo Smp_136560(1564-1578) foi sintetizado pela 

colaboradora Dra. Débora de Oliveira Lopes, da Universidade Federal de São João Del 

Rei - MG (UFSJ). Para isso, foi utilizado o sintetizador PS3
TM

 (Protein Technologies, 

Inc), por meio da síntese química em fase sólida (Merrifield, R. B, 1963), utilizando a 

estratégia Fmoc (9-fluorenilmetiloxicarbonila) (Caprino e Han, 1972). Para a clivagem 

do peptídeo da resina e desproteção das cadeias laterais foram utilizadas duas diferentes 

soluções de clivagem de acordo com os aminoácidos e grupos protetores que compõem 

o peptídeo (Chan and White, 2000). A purificação do peptídeo foi realizada através da 

técnica de Cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE), sendo utilizado um 

cromatógrafo Shimadzu Prominence. Os outros seis peptídeos foram sintetizados pela 

empresa FastBio (http://www.fastbio.com.br/). 

Todos os peptídeos sintetizados foram ressuspendidos em DMSO (sulfato de 

dimetilo) na concentração de 1µg/µL, aliquotados e armazenados em freezer -70ºC. 

 

4.2 Obtenção de soro de camundongos e de humanos  

 

Uma vez que as proteínas e os epítopos de células B foram selecionados, 

experimentos para obtenção de soro de camundongos e de humanos foram realizados 

para serem utilizados em ensaios de ELISA e Western blot. 

 

4.2.1 Obtenção de soro de camundongos suíços infectados com S. mansoni  

 

Camundongos suíços provenientes do biotério de produção do Centro de 

Pesquisas René Rachou (CPqRR) foram divididos em dois grupos (G1 e G2). O grupo 1 

(G1) foi composto de 50 camundongos e o grupo 2 (G2) de 80 camundongos, devido ao 

maior tempo de infecção e maior probabilidade de morte dos animais. Todos os 

camundongos foram infectados individualmente, por via subcutânea, com 
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aproximadamente 25 cercárias da cepa LE. Antes da infecção, amostras de sangue de 

ambos os grupos foram coletadas, pelo plexo retro-orbital, para obtenção de soro 

negativo (NEG). No grupo 1, o sangue foi coletado nos tempos 15, 30, 45, 60, 75, 90, 

120 e 140 dias após infecção (INF ou S. mansoni). No grupo 2 o sangue foi coletado 90 

e 119 dias após infecção. No dia 120 após infecção, os camundongos foram pesados e 

tratados com oxaminiquina (OXA) em dose única de 400mg/kg, por gavagem, sendo o 

peso dos animais considerado individualmente. Foi realizada coleta de sangue desses 

animais nos tempos 30, 60 e 90 dias após tratamento (PT), ou seja, 150, 180 e 210 dias 

após infecção (Figura 3). O sangue coletado foi incubado por 3 horas à temperatura 

ambiente e centrifugados à 20817g por 5 minutos. Os soros obtidos foram armazenados 

em microtubos identificados e congelados à -20ºC até sua utilização. No fim do 

experimento, todos os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical para 

perfusão do sistema porta. A perfusão dos camundongos foi realizada individualmente, 

segundo a técnica descrita por Pellegrino e Siqueira (1956). Os parasitos foram 

coletados e contados com auxílio de lupa, discriminando-se machos e fêmeas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 - Protocolo de experimentação de camundongos suíços para infecção, 

obtenção de soro,  tratamento e perfusão 
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4.2.2 Obtenção de soro de camundongos infectados com outros helmintos  

 

Adicionalmente, soro de 10 camundongos BALB/c e 8 camundongos C57BL/6, 

provenientes da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), infectados com outros 

helmintos, foram utilizados nos experimentos. 

Vermes adultos dos parasitos Ascaris suum foram coletados de suínos abatidos 

em um matadouro de Belo Horizonte (Minas Gerais, Brasil), mantidos em água e 

levados ao Laboratório de Imunologia e Genômica de Parasitas na Universidade Federal 

de Minas Gerais. Os camundongos BALB/c foram infectados com 2500 ovos de Ascaris 

suum, embrionados por aproximadamente 100 dias em cultura de H2S04 0.2M, por via 

oral, com o auxílio de uma agulha de gavagem. 

Já os camundongos C57BL/6 foram infectados com 100 larvas L3 de 

Ancylostoma ceylanicum também por via oral com o auxílio de uma agulha de gavagem. 

Para manutenção da cepa de A. ceylanicum foram utilizados hamsters (Mesocricetus 

auratus), fêmeas ou machos, de 4 a 6 semanas de idade, provenientes do Biotério de 

Reprodução do Departamento de Parasitologia do Instituto de Ciências Biológicas da 

Universidade Federal de Minas Gerais (ICB/UFMG) e mantidos no Biotério do 

Departamento de Parasitologia do ICB/UFMG. Os animais foram submetidos 

previamente ao tratamento oral com 4mg/kg de ivermectina (Chemitec Agro, Brasil) por 

sete dias consecutivos (Klement et al., 1996). Larvas de terceiro estádio (L3) de A. 

ceylanicum foram isoladas 28 dias após inóculo que foi realizado por via oral com 50 

larvas. Resumidamente, após contagem do número de ovos por grama de fezes (OPG) 

pela técnica de McMaster (Gordon & Whitlock, 1939), as fezes foram misturadas em 

vermiculita e levadas à coprocultura. Esta foi realizada sob incubação a 26°C durante 

sete dias, quando então, foi realizada a técnica de Baermann Moraes modificado 

(Barçante et al., 2003) para recuperação das larvas infectantes. 

 

4.2.3 Obtenção de soro de humanos  

 

Para os ensaios de ELISA com as proteínas recombinantes foram utilizados soro 

de quarenta indivíduos (feminino/masculino: 18/22) provenientes de uma área endêmica 

de baixa intensidade de infecção para S. mansoni (Pedra Preta, Minas Gerais, Brasil). 

Para proteína recombinante Sm200(1069-1520) foram utilizados 15 soros de doadores 

saudáveis (HD) (feminino/masculino: 08/07) e para proteína recombinante SmVal7,  20 
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soros de doadores saudáveis (HD) (feminino/masculino: 09/11), ambos não residentes 

em áreas endêmicas para esquistossomose. 

Amostras de fezes de cada indivíduo residente em área endêmica foram 

avaliadas por Kato-Katz e TF-Teste® para verificar o estado da infecção.  Um total de 

18 lâminas de 4 amostras de fezes (12 lâminas – 1ª amostra e 2 lâminas da 2ª à 4ª 

amostra)  de cada indivíduo foram avaliadas por Kato-Katz e  três amostras de 500g de 

fezes também foram avaliadas por TF-Teste®. Os indivíduos infectados (INF) 

(feminino/masculino: 10/10) apresentaram exame de fezes positivo para um dos testes 

realizados com carga parasitária variando de 1 a 36 OPG (ovos por grama de fezes). 

Indivíduos negativos de área endêmica (NEG) (feminino/masculino: 8/12) apresentaram 

resultados negativos em ambos os testes. Os indivíduos positivos foram tratados com 

uma dose oral única de praziquantel (50mg/kg para adultos) conforme recomendação do 

Ministério da Saúde.  

Adicionalmente, para os ensaios de ELISA com os peptídeos sintéticos foram 

utilizados soro de cinquenta e um indivíduos de área endêmica, sendo 26 indivíduos 

infectados (INF) (feminino/masculino: 13/13) e 25 indivíduos negativos (NEG) 

(feminino/masculino: 7/18). Também foram utilizados 13 soros de doadores saudáveis 

(feminino/masculino: 06/07) (HD), todos com a mesma procedência citada acima.  

Entretanto, em relação aos soros de indivíduos de área endêmica, utilizados para 

os ensaios de ELISA com os peptídios sintéticos, as amostras de fezes correspondentes 

a esses soros, também foram analisadas por PCR-ELISA conforme descrito por Siqueira 

et al, (2015), sendo mais um critério para discriminar indivíduos infectados e não 

infectados. O ensaio de PCR-ELISA foi realizado com 500mg de fezes da primeira 

amostra e para a extracção de DNA dessa amostra de fezes, utilizou-se um kit comercial 

QIAamp DNA Fezes Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Alemanha), de acordo com 

recomendações do fabricante e seguindo os protocolos, tal como descrito por Gomes et 

al. (2010).  

Também foram utilizado soros de indivíduos infectados que foram tratados. 

Esses soros foram coletados 30 e 180 dias após tratamento (INF/DT), sendo 17 soros de 

indivíduos que foram coletados 30 dias após tratamento e 9 soros de indivíduos que 

foram coletados 180 dias após tratamento. 
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4.3 Considerações Éticas 

 

Todos os procedimentos realizados com os animais experimentais foram 

aprovados pela Comissão de Ética no Uso de Animais da Fundação Oswaldo Cruz 

(CEUA/FIOCRUZ) sob o número de licença LW-25/10 e pelo Comitê de Ética em 

Experimentação Animal (CETEA) da UFMG (protocolo 45/2012).  

O uso de soro de indivíduos residentes da área endêmica para esquistossomose 

de Pedra Preta/MG foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa envolvendo Seres 

Humanos do Centro de Pesquisas René Rachou – Fiocruz (CEPSH/CPqRR 03/2008) e 

pelo Conselho Nacional de Ética em Pesquisa (784/2008, CONEP14886). O uso de soro 

de doadores saudáveis foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa envolvendo 

Seres Humanos do Centro de Pesquisas René Rachou – Fiocruz (CEPSH/CPqRR 

03/2008: 105/2004-OF.215-TEC) e pelo Conselho Nacional de Ética em Pesquisa 

(784/2008, CONEP14886). Antes da realização da coleta de sangue, todos os doadores 

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

 

4.4 Peptídeos sintéticos  

 

4.4.1 ELISA - Peptídeos sintéticos  

 

Os ensaios de ELISA foram realizados em placas de fundo chato (maxisorp 

NUNC®), utilizando-se os peptídeos sintéticos frente a soro de indivíduos saudáveis não 

moradores de área endêmica para esquistossomose (HD), moradores de área endêmica 

com exame de fezes negativo para presença de ovos (NEG), positivos para presença de 

ovos antes do tratamento (INF) e após o tratamento (DPT). 

Para padronização dos ensaios de ELISA com soro de indivíduos foram 

utilizados 1µg/mL ou 2µg/mL dos peptídeos sintéticos, diluições de pool de soro 

iniciando-se em 1:20 até 1:1280 e conjugado anti-IgG humano-HRP 1:60000.  

Após a padronização, as placas foram sensibilizadas com 100uL/poço de tampão 

carbonato bicarbonato 0,05M, pH 9,6 contendo o antígeno na concentração 1 ou 

2µg/mL (Tabela 1) e incubadas por aproximadamente 16 horas à 4
o
C. Para remover as 

proteínas não ligadas, as placas foram lavadas 3X com PBS 150mM contendo 0.05% de 

Tween 20 (PBSTween) e bloqueadas com PBS tween20 + 10% de soro fetal bovino por 

2 horas à 37
o
C. Os soros de indivíduos foram diluídos 1:40 [Smp_126160(438-452) e 
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Peptídeo sintético 

(posição inicial e final) 

Concentração 

 (µg/mL) 

Diluição do soro 

 de indivíduos 

Smp_136560 (1564-1578) 1 1:80 

Smp_141860 (1694-1709) 2 1:80 

Smp_093840(219-233) 2 1:160 

Smp_126160(438-452) 1 1:40 

Smp_150390.1(216-230) 1 1:320 

Smp_167240(213 -228) 1 1:160 

Smp_180240(495-509) 1 1:40 

Smp_180240(339-353)]; 1:80 [(Smp_136550(1564 1578) e Smp_141860(1694-1709)]; 

1:160 [(Smp_093840(219-233) e Smp_167240(213-228)] e 1:320 

[(Smp_150390.1(216-230) ] por 2 horas à 37
o
C e posteriormente lavadas três vezes com 

PBSTween. Como anticorpo secundário foi utilizado o anticorpo anti-IgG de humano 

conjugado à peroxidase (Sigma) na diluição 1:60000, por uma hora a temperatura 

ambiente. Após três lavagens, a reação foi revelada por 10 minutos com 100µL 

tetrametilbenzidina (TMB) e interrompida com 50µL de ácido sulfúrico 4N. A 

densidade ótica foi então determinada em leitor automático de ELISA (Multiskan - 

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

 

 

Tabela 1 - Especificações da concentração dos peptídeos sintéticos e diluição dos 

soros de indivíduos utilizados nos ensaios de ELISA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.5 Predição de epítopos lineares de célula B para proteína recombinante 

Sm200(1069-1520) 

 

A predição de epítopos lineares de célula B foi realizada utilizando toda a 

sequência da proteína Sm200 obtida do Gene Bank – Acesso número: gi501208. O 

preditor usado foi o BCPREDS: B-cell epitope prediction Server version 1.0 on line 

acessado em agosto de 2012 (http://ailab.cs.iastate.edu/bcpreds/predict.html). O 

tamanho para o epítopo predito utilizado foi de 22 mer e a especificidade de 75%. 
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4.6 Obtenção das proteínas recombinantes 

 

4.6.1 Sm200(1069-1520) recombinante 

  

O RNA total foi extraído 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 amplificação do fragmento que codifica uma porção do 

gene da Sm200 compreendida entre os nucleotídeos 3224 a 4557.  Para a realização da 

PCR foram utilizados os seguintes iniciadores: 5’-

CCGGGATCCGTTATTTACACAGAAGATTTC-3’ e 

5’CCCGTCGACTGGTATGCTATCGTTAGTTG-3´. Os produtos amplificados foram 

purificados utilizando o kit de extração de gel Quiaex II (Qiagen) e clonados no vetor 

pGEM usando o kit pGEM-T easy (Promega). Posteriormente, a construção foi digerida 

utilizando as endonucleases de restrição BamHI e SalI (Biolabs) e o inserto subclonado 

no vetor de expressão bacteriano pET28 (Novagen) nos sítios de clonagem BamHI e 

SalI. As novas construções foram utilizadas para transformar Escherichia coli 

BL21(DE3) e os clones contendo inserto foram selecionados.  A presença do gene e a 

sua correta inserção no plasmídeo foram confirmadas por sequenciamento. 

 Para obtenção da Sm200(1069-1520) recombinante, um litro de cultura de 

Escherichia coli contendo a construção foi mantida a 37° C até obtenção, na DO600, de 

absorbância de 0,5 e 0,8. Esta cultura foi então induzida por 4 horas a 37°C com 1mM 

de IPTG, para expressão da proteína recombinante Sm200(1069-1520). Após este 

período, as células provenientes de 1 litro de cultura foram centrifugadas à 4000g e 

ressuspensas em 50mL de solução de lise (12,5mM Na2HPO4, 12,5mM de NaH2PO4, 

0,5M NaCl, 40mM imidazol). Estas células foram lisadas por três ciclos de sonicação 

(pulsos de 30 segundos cada) a uma amplitude de 30% e centrifugadas novamente por 

20 minutos, 4°C, à 4000g. A Sm200(1069-1520) recombinante foi recuperada como 

corpos de inclusão que foram ressuspensos em 50mL de tampão de lise com ureia (8M 

ureia). Em seguida, a purificação foi feita em coluna de níquel através de cromatógrafo 

FPLC (fast protein liquid chromatography) multidimensional ÄKTA Prime
®
 (GE 

Healthcare), em condições desnaturantes. A renaturação foi realizada por diálise contra 

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

(1976). 

 

4.6.2 SmVal7 recombinante  

 

Os clones em meio STAB de bactérias BL21 DE3 transformadas com pAE-

VAL7 foram cedidos pelo Dr. Leonardo Farias do Instituto Butantã – SP. Estes clones 

foram plaqueados em meio LB ágar com ampicilina e mantidos em estufa 37ºC por 16 

horas. Após o crescimento, uma das colônias foi adicionada em 10mL meio LB com 

ampicilina e incubado em shaker a 30ºC sob agitação por 16 horas. No dia posterior, 

3mL do pré-inoculo foram adicionados em 300mL de meio LB com antibiótico a 30ºC, 

sob agitação até obtenção, na DO600, de absorbância de 0,5 a 0,8. Esta cultura foi então 

induzida por 3 horas à 30°C com 1mM de IPTG, para expressão da proteína 

recombinante SmVal7. Após este período, as células provenientes de 300mL de cultura 

foram centrifugadas à 4000g por 25 minutos e o pellet ressuspendido em 30mL de 

tampão salina fosfato contendo 0,015g de lisosima. Estas células foram lisadas por 

congelamento (-70ºC) e descongelamento (37ºC) por 3x e submetidas a 3 ciclos de 

sonicação (pulsos de 30 segundos cada) a uma amplitude de 30%. Após a lise, foram 

centrifugadas novamente por 20 minutos, 4°C, à 4000g. A SmVal7 recombinante foi 

recuperada como corpos de inclusão que foram lavados por 2 vezes com 20mL de 

tampão de lise (10mM Na2HPO4, 10mM NaH2PO4, 0.5M NaCl, 10mM imidazol) 

acrescentado de triton (2%) e ureia (2M) e posteriormente uma vez com apenas tampão 

de lise, sendo centrifugados a 4000g, 20min, 4°C, após cada lavagem. Após a lavagem 

dos corpúsculos de inclusão, foram ressuspendidas em 20mL de tampão de lise com 6M 

guanidina. A rSmVal7 foi purificada por cromatografia de afinidade, em coluna de 

níquel (GE, Healthcare), sob condições desnaturantes, utilizando o equipamento AKTA 

(GE, Healthcare). Após purificação, a proteína foi dialisada contra solução de tampão 

PBS a 4ºC, overnight, para sua renaturação. Em seguida, o pellet foi ressuspenso em 2% 

de SDS em um menor volume possível. Para a confirmação da expressão da proteína, 

um gel de poliacrilamida a 15% foi realizado e corado por coomassie blue. 

 A proteína recombinante foi dosada utilizando um biofotômetro (BioRad). Em 

uma cubeta adicionou-se 50µL da proteína e o equipamento foi ajustado para dosagem 

de proteína - 280nm. Os cálculos para determinar a dosagem foram feitos baseando-se 

no valor de absorbância que corresponde a 1µg/µL de proteína e o coeficiente de 
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extinção molar. Esses valores foram preditos pelo ProtParam do ExPASy - ProtParam 

tool (http://web.expasy.org/protparam/) acessado em 27 de agosto de 2013, onde foi 

inserida a sequência da proteína e o valor de absorbância e o coeficiente de extinção 

molar foram então calculados. Com esses valores, faz-se uma regra de três simples 

baseando-se na informação que 1µg/µL da proteína corresponde ao valor de 

absorbância e o coeficiente de extinção corresponde ao valor da dosagem requerida. 

 

4.7 Western blot Sm200(1069-1520) 

 

 A proteína Sm200(1069-1520) recombinante e os padrões de peso molecular 

(Pageruler prestained protein ladder - Thermo Scientific e Broad range protein marker - 

BioRad) foram separados em dois géis desnaturante de poliacrilamida de 10% e 12% 

por eletroforese (Laemmli, 1970). A partir de cada gel, as proteínas foram transferidas 

separadamente para uma membrana de nitrocelulose (Amersham Biosciences) como 

previamente descrito (Towbin et al., 1979). As membranas de nitrocelulose foram 

bloqueadas com 5% de leite em pó desnatado à 4ºC por 16 horas. Uma das membranas 

foi incubada com anticorpo anti-his (GE) na diluição de 1:2000 por uma hora, 

temperatura ambiente. A outra membrana foi incubada com pool de soro de diferentes 

camundongos suíços com 15, 30, 45 e 90 dias pós-infecção, na diluição 1:20 durante 1 

hora à temperatura ambiente. Após a reação com o anticorpo primário, as membranas 

foram lavadas três vezes com TBST (0.5M NaCl-0.02M Tris [pH 7.5], 0.05 % Tween 

20) e incubadas por 1 hora à temperatura ambiente com anti-IgG de camundongo 

conjugado à fosfatase alcalina na diluição 1:2000 (Sigma Aldrich) ou 1:4000 (Southern 

Biotech),  ambos diluídos em TBST contendo 3% de leite em pó desnatado.  Após três 

lavagens com TBST, as membranas foram reveladas com nitro azul tetrazólio (NBT) e 

5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato (BCIP) (BioRad). 

 

4.8 ELISA-rSm200(1069-1520)  

 

 O ensaio de ELISA foi primeiramente padronizado utilizando 1, 3 ou 5µg/mL do 

antígeno recombinante Sm200(1069-1520) incubados com pool de soro de 

camundongos (suíços não infectados - NEG), infectados - S. mansoni ou infectados e 

tratados PT, soro de camundongos BALB/c infectados com Ascaris suun e C57BL/6 

infectados com Ancylostoma ceylanicum) e soro de indivíduos (saudáveis não 
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moradores de área endêmica para esquistossomose - HD, moradores de área endêmica 

com exame de fezes negativo para presença de ovos - NEG, positivos para presença de 

ovos - INF) em diluição seriada em PBST iniciando-se em 1:10 e terminando em 

1:10240. A diluição do conjugado em PBST foi avaliada na diluição de 1:5000 e 

1:10000 (anti-mouse IgG-HRP) ou 1:30000 e 1:60000 (anti-human IgG-HP). 

 Após padronização, o ensaio foi realizado em placas de fundo chato (maxisorp 

NUNC®) que foram sensibilizadas com 100uL/poço de tampão carbonato bicarbonato 

0,05M, pH 9,6 contendo o antígeno na concentração 5µg/mL, e incubadas por 

aproximadamente 16 horas à 4
o
C. Para remover as proteínas não ligadas, as placas 

foram lavadas três vezes com PBS 150mM contendo 0.05% de Tween 20 (PBS Tween) 

e bloqueadas com PBST e 3% de leite em pó desnatado por aproximadamente 16 horas 

à 4
o
C. Os soros obtidos de animais foram diluídos 1:40 em PBST e soros de indivíduos  

foram diluídos 1:100 em PBST. Esses soros foram adicionados (100µL/poço) às placas 

e incubados por aproximadamente 16 horas à 4
o
C. Após a lavagem das placas (3X), foi 

utilizado como anticorpo secundário o anti-IgG de camundongo conjugado à peroxidase 

(SouthernBiotec) na diluição 1:10000 em PBST ou anticorpo anti-IgG de humano 

conjugado à peroxidase (Sigma Aldrich) na diluição 1:60000 em PBST por uma hora a 

temperatura ambiente. Após três lavagens, a reação foi revelada por 15 minutos com 

100µL de substrato líquido 3, 3',5, 5'-tetrametilbenzidina (TMB/Sigma). A reação foi 

interrompida com 50µL de ácido sulfúrico 4N e a densidade ótica foi então determinada 

em leitor automático de ELISA (BioRad), utilizando-se filtro de comprimento de onda 

de 450nm.  

 

4.9 ELISA-rSmVal7  

 

 O ensaio de ELISA foi realizado em placas de fundo chato (maxisorp NUNC®), 

utilizando-se o antígeno recombinante SmVal7 frente a soro de camundongos suíços  

infectados (S. mansoni), não infectados (NEG) ou infectados e tratados (PT) e soro de 

indivíduos saudáveis não moradores de área endêmica para esquistossomose (HD), 

moradores de área endêmica com exame de fezes negativo para presença de ovos 

(NEG) e positivos para presença de ovos (INF). Para padronização do ensaio de ELISA 

foram utilizadas concentrações variadas do antígeno, de soro e conjugado.   

Para padronização dos ensaios de ELISA com soro de camundongos foram 

utilizados 1, 3 ou 5µg/mL da proteína recombinante, diluições de pool de soro 
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iniciando-se em 1:20 até 1:20480 e duas diluições de conjugado (1:5000 e 1:10000). As 

etapas de sensibilização com a proteína recombinante, bloqueio com PBS tween20 + 3% 

de leite em pó e com soro foram deixadas por 16 horas a 4ºC. O conjugado foi incubado 

por uma hora em temperatura ambiente.  

Para padronização dos ensaios de ELISA com soro de indivíduos também foram 

utilizados 1, 3 ou 5µg/mL da proteína recombinante, diluições de pool de soro 

iniciando-se em 1:20 até 1:20480 e conjugado 1:30000. As etapas de sensibilização com 

a proteína recombinante e bloqueio com PBS tween20 + 10% de soro fetal bovino foram 

incubadas por 16 horas a 4ºC. A etapa com pool de soro foi incubada por duas horas a 

temperatura ambiente e o conjugado por uma hora temperatura ambiente.  

Após a padronização, as placas foram sensibilizadas com 100uL/poço de tampão 

carbonato bicarbonato 0,05M, pH 9,6 contendo o antígeno na concentração 1µg/mL 

(ensaio com soro de camundongos) ou 3µg/mL (ensaio com soro de humanos), e 

incubadas por aproximadamente 16 horas à 4
o
C. Para remover as proteínas não ligadas, 

as placas foram lavadas 3X com PBS 150mM contendo 0.05% de Tween 20 

(PBSTween) e bloqueadas conforme descrito acima  por 16 horas à 4
o
C.  

 Os soros obtidos dos animais foram diluídos (1:40) em PBS Tween, adicionados 

(100µL/poço) às placas e incubados por 16 horas à 4ºC. Após três lavagens, foi 

adicionado o anticorpo secundário anti-IgG de camundongo conjugado à peroxidase 

(SouthernBiotec) na diluição 1:10000 e incubado por uma hora, em temperatura 

ambiente. Os soros de indivíduos foram diluídos (1:100) em PBS Tween adicionados 

(100µL/poço) às placas e incubados por duas horas, temperatura ambiente. Como 

anticorpo secundário, após três lavagens, foi utilizado o anticorpo anti-IgG de humano 

conjugado à peroxidase (Sigma) na diluição 1:30000 e incubado por uma hora, em 

temperatura ambiente. Em ambas as placas, após novas lavagens (3X), a reação foi 

revelada por 10 minutos com 100µL de TMB. A reação foi interrompida com 50µL de 

ácido sulfúrico 4N. A densidade ótica foi então determinada em leitor automático de 

ELISA (BioRad), utilzando-se filtro de comprimento de onda de 450nm.  

 

4.10 Análise estatística 

 

As análises estatísticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 4.0 

(San Diego, Ca, USA). Os resultados que apresentaram distribuição normal foram 

analisados utilizando análise de variância, seguida dos testes de comparações múltiplas 
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de Tukey, quando as comparações envolveram mais de duas variáveis. O teste t de 

student foi empregado quando comparadas somente duas variáveis. Os resultados que 

não apresentaram distribuição normal foram analisados através do teste não paramétrico 

Kruskall-Wallis, seguido pelo teste de comparações múltiplas de Dunn’s, quando as 

comparações envolveram mais de duas variáveis. O teste Mann-Whitney foi empregado 

quando comparadas somente duas variáveis.  

O ponto de corte para discriminação entre os resultados positivos e negativos foi 

determinado utilizando o Software GraphPad Prism 4.0 (San Diego, Ca, USA) através 

das Curvas de Características de Operação do Receptor (Curvas ROC - Receiver 

Operating Characteristic), utilizando os valores de absorbância dos indivíduos 

positivos e doadores saudáveis, que permite estudar a variação da sensibilidade e 

especificidade para diferentes valores de corte. 

A correlação entre as absorbâncias nos ensaios de ELISA (Smp_150390.1(216-

230),  rSm200(1069-1520) e rSmVal7) com a carga parasitária foi analisada usando 

teste de Spearman. 
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5 RESULTADOS  

 

5.1 Análises in silico 

 

5.1.1 Modelagem do banco de dados 

 

Primeiramente foram estabelecidos padrões de armazenamento utilizando chaves 

primárias e chaves estrangeiras para criação das tabelas. Em seguida, todas as 

sequências de proteínas do S. mansoni foram submetidas a análises dos preditores e 

programas estabelecidos. Uma vez que os resultados foram gerados, esses foram 

inseridos no banco de dados através de parseadores. 

 A chave primária é formada por um único campo da tabela, que correspondeu ao 

identificador (id) de cada proteína presente no proteoma do parasito utilizado. Esse 

campo não pode ter dois ou mais registros de mesmo valor e também não pode conter 

nenhum registro nulo. Ao criar uma chave primária, cria-se automaticamente um índice 

que será um referencial para todas as análises feitas no banco. 

 A chave estrangeira refere-se ao tipo de relacionamento entre tabelas distintas no 

banco de dados, ou seja, quando há relacionamento entre tabelas. Essa chave sempre 

aponta para a chave primária, garantindo a integridade dos dados referenciais, uma vez 

que apenas serão permitidos valores que estão na base de dados. Para cada preditor 

utilizado foi estabelecida uma tabela com chave estrangeira que está diretamente 

relacionada à chave primária da tabela proteoma. A representação gráfica do modelo 

relacional do banco de dados está representada na próxima figura (Figura 4). 
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Figura 4 - Diagrama de entidades e relações 

Representação gráfica do modelo do Banco de Dados relacional construído para 

análises das proteínas do S. mansoni. Cada tabela representa as análises e parâmetros de 

cada programa ou preditor utilizado e estão ligadas a uma tabela principal que contém o 

proteoma do S. mansoni. 
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5.1.2 Proteínas selecionadas  

 

Conforme a estratégia de seleção detalhada anteriormente, foram selecionadas 

proteínas baseando-se nos critérios estabelecidos. A análise iniciou-se com um número 

de 13.273 sequências de proteínas. Com o primeiro critério, que foi a predição de 

peptídeo sinal presente nos resultados de qualquer um dos três preditores, para não 

restringir a predição inicial, 5.058 sequências foram selecionadas. Posteriormente, foi 

verificada a similaridade das proteínas do parasito com proteínas humanas e de 

camundongos, e aquelas que apresentaram menos que 60% de similaridade foram 

selecionadas, permanecendo então, 4391 proteínas. A predição de presença de epítopos 

de células B reduziu a seleção para 1.137 proteínas, uma vez que essas sequências 

deveriam estar presentes nos resultados dos três preditores utilizados. O mesmo critério 

foi utilizado para predição de localização subcelular, onde as proteínas selecionadas 

deveriam estar preditas com localização favorável pelos dois preditores de localização. 

Então, de 1.137 sequências de proteínas selecionadas anteriormente, apenas 392 foram 

selecionadas. A predição de epítopos de células T iniciou-se com predição para ligação 

a 17 alelos de MHCII, sendo três de camundongos e 14 de humanos. Com a análise 

inicial restringindo à predição de ligação a 17 alelos, nenhuma proteína foi encontrada. 

Com predição de ligação a 16 alelos de MHCII, cinco proteínas foram selecionadas; 

com predição de ligação a 15 alelos, 72 proteínas foram selecionadas; com 14 alelos, 

186 proteínas foram selecionadas e com 13 alelos, 281 proteínas foram selecionadas. O 

critério seguinte foi predição de expressão no estágio de vida do parasito dentro do 

hospedeiro definitivo. Primeiramente foram selecionadas as sequências comuns 

expressas nos estágios de: esquistossômulo (ES), esquistossômulo pulmonar (EP), 

verme adulto (VA) e ovo (OV). Associando esse critério com as predições anteriores, 

não foram encontradas proteínas com predição de ligação a 17 alelos de MHC. Com 16 

alelos, foram selecionadas duas proteínas; com 15 alelos, oito proteínas; com 14 alelos, 

14 proteínas e com 13 alelos, 10 proteínas. O outro critério utilizado baseou-se também 

na expressão da proteína em diferentes estágios de vida do parasito no hospedeiro 

definitivo, entretanto, o estágio de ovo foi excluído, com o objetivo de selecionar 

proteínas que sejam potenciais para o diagnóstico de cura. Com predição de ligação a 

17, 16 e 15 alelos de MHCII não foram encontradas proteínas. Com predição de ligação 

a 14 alelos, foram selecionadas 5 proteínas, e com 13 alelos, apenas uma proteína. Estes 

resultados estão representados de forma esquemática na próxima figura (Figura 5). 
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Figura 5 - Workflow com delineamento da estratégia de seleção in silico de 

proteínas candidatas potenciais para o diagnóstico da esquistosomose mansoni com 

número de sequências selecionadas em cada etapa 
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As proteínas que atenderam a todos os critérios de seleção e passaram por todas 

as predições estão listadas nas próximas tabelas (Tabelas 1 e 2) segundo critérios de 

expressão em diferentes estágios de vida do parasito no hospedeiro definitivo e predição 

de ligação a diferentes alelos de MHCII.  
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Nome 

sistemático  

(posição 

 inicial e final) 

Sequência Estágio 
Grau de 

pureza (%) 

IDRs 

(posição  

inicial e final) 

Preditores de 

IDRs 

 
Smp_136560 

(1564-1578) 
ITEGNNSREGNSEKV ES, EP,VA e OV 60,1 1501-1658 

REM465, GlobPipe 

e IUPred  

Smp_141860 

(1694-1709) 
NHSMDKDDDDFSDIDK ES, EP,VA e OV 95,31 1693-1793 

REM465, GlobPipe, 

IUPred e VSL2B 

Smp_093840 

(219-233) 
TTTNKDDTQINSAPS ES, EP eVA  96,69 182-239 

REM465, GlobPipe 

e IUPred 

Smp_126160 

(438-452) 
LVTPESKYYSSLPGN ES, EP eVA 95,97 - - 

Smp_150390.1 

(216-230) 
SLPSNAHNNDNNSSD ES, EP eVA 95,55 - - 

Smp_167240 

(213 -228) 
QCDLDTQWNPAGTEYS ES, EP eVA 97,74 - - 

Smp_180240 

(339-353) 
RDWPTTLTGAGGSTT ES, EP eVA 97,67 - - 

5.1.3 Epítopos lineares de célula B  

 

Dentre as proteínas identificadas, realizamos predição de epítopos lineares de 

célula B naquelas proteínas que havia predição de ligação a um maior número de 

moléculas de MHCII (16 alelos para as proteínas expressas em todos os estágios do 

ciclo de vida do parasito no hospedeiro definitivo e 14 alelos para as proteínas que não 

eram expressas no ovo). 

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

proteína foi sintetizado como peptídeo sintético. Eles estão listados abaixo (Tabela 3). 

 

Tabela 4 - Peptídeos sintetizados após a predição de epítopos lineares de células B 

e predição de regiões intrinsecamente desordenadas (IDRs) 
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G1 

Camundongo Nº de vermes 

fêmea 

Nº de vermes 

macho 

Nº total de vermes 

1 4 6 10 

2 6 6 12 

3 4 4 8 

4 3 3 6 

5 2 2 4 

6 4 7 11 

7 3 5 8 

8 5 6 11 

9 2 5 7 

10 5 4 9 

11 3 5 8 

12 3 4 7 

13 3 6 9 

14 6 5 11 

15 4 4 8 

16 6 5 11 

17 5 4 9 

18 4 5 9 

19 4 4 8 

20 5 6 11 

21 5 4 9 

22 4 5 9 

23 5 5 10 

24 2 6 8 

25 8 4 12 

26 5 3 8 

27 4 5 9 

28 3 7 10 

29 2 8 10 

30 8 4 12 

31 3 9 12 

32 5 4 9 

33 4 2 6 

 

5.2 Experimentos com camundongos e humanos  

 

5.2.1 Recuperação de vermes dos camundongos suíços infectados com S. mansoni 

 

Os camundongos suíços dos grupos G1 e G2, infectados com aproximadamente 

25 cercárias da cepa LE, foram perfundidos individualmente segundo a técnica descrita 

por Pellegrino e Siqueira (1956). 

O grupo G1, composto de 50 camundongos, nos quais não receberam 

tratamento, foi perfundido após 140 dias de infecção para confirmar a mesma. 

Entretanto, apenas 33 animais permaneceram até o tempo de serem perfundidos (Tabela 

4).   

 

Tabela 5 - Número de vermes recuperados após perfusão dos camundongos suíços 

do   grupo 1 (G1) 
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Os camundongos do grupo 2 (G2) (80 animais) foram tratados 120 dias após 

infecção e a perfusão foi realizada 90 dias após o tratamento para confirmar se o mesmo 

foi eficiente. Após a perfusão dos 29 camundongos que permaneceram vivos, nenhum 

verme foi encontrado.  

 

5.2.2 Resultado dos exames de fezes dos indivíduos de área endêmica para 

esquistossomose mansoni  

 

Os soros utilizados nos ensaios de ELISA provenientes de uma área endêmica de 

baixa intensidade de infecção para S. mansoni (Pedra Preta, Minas Gerais, Brasil) foram 

coletados e discriminados entre negativos e infectados segundo os exames realizados 

nas fezes coletadas. Amostras de fezes de cada indivíduo foram avaliadas por Kato-

Katz, TF-Teste® e posteriormente por PCR-ELISA conforme descrito na metodologia.  

Na tabela abaixo estão os resultados de cada teste correspondente aos soros de 

indivíduos positivos utilizados nos ensaios de ELISA com os peptídeos sintéticos (26 

soros) e as proteínas recombinantes (20 soros) (Tabela 5). Alguns desses soros foram 

utilizados tanto para os ensaios de ELISA com os peptídios sintéticos (soro 10 ao 35), 

quanto para as proteínas recombinantes (soro 1 ao 20).  
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Soros 
Kato-katz 

2 lâminas 

Kato-katz 

18 lâminas 
TF-teste® PCR-ELISA 

1 negativo negativo positivo positivo 
2 negativo negativo positivo negativo 
3 negativo negativo positivo negativo 
4 negativo negativo positivo negativo 
5 positivo positivo positivo positivo 
6 negativo negativo positivo negativo 
7 negativo negativo positivo negativo 
8 negativo negativo positivo negativo 
9 positivo positivo positivo negativo 

10 positivo positivo positivo positivo 
11 negativo negativo positivo negativo 
12 negativo positivo positivo positivo 
13 negativo positivo positivo positivo 
14 positivo positivo positivo positivo 
15 negativo positivo positivo negativo 
16 positivo positivo positivo positivo 
17 positivo positivo positivo negativo 
18 negativo negativo positivo negativo 
19 negativo negativo positivo positivo 
20 negativo negativo positivo positivo 
21 positivo positivo negativo negativo 
22 positivo positivo negativo negativo 
23 negativo negativo negativo positivo 
24 positivo positivo negativo negativo 
25 positivo positivo negativo negativo 
26 positivo positivo negativo positivo 
27 positivo positivo negativo positivo 
28 negativo positivo negativo positivo 
29 negativo negativo negativo positivo 
30 positivo positivo negativo negativo 
31 negativo negativo negativo positivo 
32 negativo negativo negativo positivo 
33 negativo negativo negativo positivo 
34 negativo positivo negativo positivo 
35 positivo positivo negativo positivo 

 

Tabela 6 - Resultado dos exames de fezes positivos dos indivíduos de área 

endêmica de baixa intensidade de infecção para S. mansoni 
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5.3 Peptídeos sintéticos  

 

5.3.1 Ensaios de ELISA 

 

Os peptídeos sintéticos foram utilizados em concentrações de 1 ou 2µg/mL e 

com varias diluições de soro de indivíduos. Para avaliar o reconhecimento dos peptídeos 

sintéticos Smp_136560(1564-1578), Smp_141860(1694-1709), Smp_093840(219-233), 

Smp_126160(438-452), Smp_150390.1(216-230), Smp_167240(213-228) e 

Smp_180240(495-509) por soros de indivíduos saudáveis não moradores de área 

endêmica para esquistossomose (HD), moradores de área endêmica com exame de fezes 

negativo para presença de ovos (NEG), positivos para presença de ovos antes do 

tratamento (INF) e após o tratamento (DPT), foram realizados ensaios de ELISA 

(Figura 6 a 12). Em relação à sensibilidade e especificidade dos peptídeos sintéticos, um 

ponto de corte foi determinado pelo teste de curva ROC utilizando doadores saudáveis 

como grupo de não infectado (HD) e os indivíduos infectados (INF) como grupo 

positivo.  
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Figura 6 - Níveis de IgG  contra o peptídeo sintético Smp_136560 (1564-1578) em 

soro de indivíduos de area endêmica para esquistossomose 

Os níveis de IgG  contra o peptídeo sintético Smp_136560 (1564-1578) em soro de 

indivíduos saudáveis não moradores de área endêmica para esquistossomose (HD), 

moradores de área endêmica com exame de fezes negativo para presença de ovos 

(NEG), positivos para presença de ovos antes do tratamento (INF) e após o tratamento 

(DPT) foram determinados por ELISA. As placas foram sensibilizadas overnight com 

1µg/mL do peptídeo, bloqueadas com PBST20 + 10% SFB, incubadas com soro de 

indivíduos diluídos 1:80 e anticorpo anti-IgG humano conjugado a peroxidase diluído a 

1:60000. As diferenças significativas entre os grupos estão indicadas no gráfico. A linha 

pontilhada representa o ponto de corte na absorbância de 0,1098 que determina uma 

especificidade de 76,92% e sensibilidade de 73,08%. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Gardênia Braz Figueiredo de Carvalho  Tese - Resultados  

78 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7 - Níveis de IgG  contra o peptídeo sintético Smp_141860 (1694-1709) em 

soro de indivíduos de area endêmica para esquistossomose 

Os níveis de IgG  contra o peptídeo sintético Smp_141860 (1694-1709) em soro de 

indivíduos saudáveis não moradores de área endêmica para esquistossomose (HD), 

moradores de área endêmica com exame de fezes negativo para presença de ovos 

(NEG), positivos para presença de ovos antes do tratamento (INF) e após o tratamento 

(DPT) foram determinados por ELISA. As placas foram sensibilizadas overnight com 

2µg/mL do peptídeo, bloqueadas com PBST20 + 10% SFB e incubadas com soro de 

indivíduos diluídos 1:80 e anticorpo anti-IgG humano conjugado a peroxidase diluído a 

1:60000. As diferenças significativas entre os grupos estão indicadas no gráfico. A linha 

pontilhada representa o ponto de corte na absorbância de 0,1295 que determina uma 

especificidade de 53,85% e sensibilidade de 50%.  
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Figura 8 - Níveis de IgG  contra o peptídeo sintético Smp_093840(219-233) em soro 

de indivíduos de area endêmica para esquistossomose 

Os níveis de IgG  contra o peptídeo sintético Smp_093840(219-233) em soro de 

indivíduos saudáveis não moradores de área endêmica para esquistossomose (HD), 

moradores de área endêmica com exame de fezes negativo para presença de ovos 

(NEG), positivos para presença de ovos antes do tratamento (INF) e após o tratamento 

(DPT) foram determinados por ELISA. As placas foram sensibilizadas overnight com 

2µg/mL do peptídeo, bloqueadas com PBST20 + 10% SFB e incubadas com soro de 

indivíduos diluídos 1:160 e anticorpo anti-IgG humano conjugado a peroxidase diluído 

a 1:60000. As diferenças significativas entre os grupos estão indicadas no gráfico. A 

linha pontilhada representa o ponto de corte na absorbância de 0,343 que determina uma 

especificidade de 92,31% e sensibilidade de 46,15%. 
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Figura 9 - Níveis de IgG  contra o peptídeo sintético Smp_126160(438-452) em soro 

de indivíduos de area endêmica para esquistossomose 

Os níveis de IgG  contra o peptídeo sintético Smp_126160(438-452) em soro de 

indivíduos saudáveis não moradores de área endêmica para esquistossomose (HD), 

moradores de área endêmica com exame de fezes negativo para presença de ovos 

(NEG), positivos para presença de ovos antes do tratamento (INF) e após o tratamento 

(DPT) foram determinados por ELISA. As placas foram sensibilizadas overnight com 

1µg/mL do peptídeo, bloqueadas com PBST20 + 10% SFB e incubadas com soro de 

indivíduos diluídos 1:40 e anticorpo anti-IgG humano conjugado a peroxidase diluído a 

1:60000. As diferenças significativas entre os grupos estão indicadas no gráfico. A linha 

pontilhada representa o ponto de corte na absorbância de 0,2758 que determina uma 

especificidade de 84,62% e sensibilidade de 61,54%. 
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Figura 10 - Níveis de IgG  contra o peptídeo sintético Smp_150390.1(216-230) em 

soro de indivíduos de area endêmica para esquistossomose 

Os níveis de IgG  contra o peptídeo sintético Smp_150390.1(216-230) em soro de 

indivíduos saudáveis não moradores de área endêmica para esquistossomose (HD), 

moradores de área endêmica com exame de fezes negativo para presença de ovos 

(NEG), positivos para presença de ovos antes do tratamento (INF) e após o tratamento 

(DPT) foram determinados por ELISA. As placas foram sensibilizadas overnight com 

1µg/mL do peptídeo, bloqueadas com PBST20 + 10% SFB e incubadas com soro de 

indivíduos diluídos 1:320 e anticorpo anti-IgG humano conjugado a peroxidase diluído 

a 1:60000. As diferenças significativas entre os grupos estão indicadas no gráfico. A 

linha pontilhada representa o ponto de corte na absorbância de 0,2445 que determina 

uma especificidade de 100% e sensibilidade de 96,15%. 
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Figura 11 - Níveis de IgG  contra o peptídeo sintético Smp_167240(213-228) em 

soro de indivíduos de area endêmica para esquistossomose 

Os níveis de IgG  contra o peptídeo sintético Smp_167240(213-228) em soro de 

indivíduos saudáveis não moradores de área endêmica para esquistossomose (HD), 

moradores de área endêmica com exame de fezes negativo para presença de ovos 

(NEG), positivos para presença de ovos antes do tratamento (INF) e após o tratamento 

(DPT) foram determinados por ELISA. As placas foram sensibilizadas overnight com 

1µg/mL do peptídeo, bloqueadas com PBST20 + 10% SFB e incubadas com soro de 

indivíduos diluídos 1:1600 e anticorpo anti-IgG humano conjugado a peroxidase diluído 

a 1:60000. As diferenças significativas entre os grupos estão indicadas no gráfico. A 

linha pontilhada representa o ponto de corte na absorbância de 0,1884 que determina 

uma especificidade e sensibilidade de 53,85%. 
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Figura 12 - Níveis de IgG  contra o peptídeo sintético Smp_180240(495-509) em 

soro de indivíduos de area endêmica para esquistossomose 

Os níveis de IgG  contra o peptídeo sintético Smp_180240(495-509) em soro de 

indivíduos saudáveis não moradores de área endêmica para esquistossomose (HD), 

moradores de área endêmica com exame de fezes negativo para presença de ovos 

(NEG), positivos para presença de ovos antes do tratamento (INF) e após o tratamento 

(DPT) foram determinados por ELISA. As placas foram sensibilizadas overnight com 

1µg/mL do peptídeo, bloqueadas com PBST20 + 10% SFB e incubadas com soro de 

indivíduos diluídos 1:40 e anticorpo anti-IgG humano conjugado a peroxidase diluído a 

1:60000. As diferenças significativas entre os grupos estão indicadas no gráfico. A linha 

pontilhada representa o ponto de corte na absorbância de 0,556 que determina uma 

especificidade de 92,31% e sensibilidade de 73,08%. 

 

Os níveis de anticorpos contra os peptídeos sintéticos foi avaliado conforme 

mostrado nas figuras de 6 a 12. Um aumento significativo do reconhecimento dos 

peptídeos sintéticos Smp_136560 (1564-1578), Smp_093840(219-233), 

Smp_126160(438-452), Smp_150390.1(216-230) e Smp_180240(495-509) foi 

observado com soro de indivíduos infectados com S. mansoni moradores de área 

endêmica (INF) em relação aos grupos de indivíduos saudáveis não moradores de área 

endêmica para esquistossomose (HD) e de soro de indivíduos com exame de fezes 

negativo para presença de ovos (NEG). 
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Além disso, houve diferença significativa de anticorpos IgG específico para o 

peptídeo Smp_180240(495-509) no grupo 30 DPT  em relação aos indivíduos HD, e 

específicos para o  peptídeo Smp_141860 (1694-1709), nos  indivíduos NEG em 

relação ao grupo 30 DPT. Também foi possível constatar queda nos níveis de anticorpos 

IgG específico para o  peptídeo Smp_150390.1(216-230), nos indivíduos tratados, 30 e 

180 DPT em relação aos indivíduos infectados. Não houve diferenças significativas no 

reconhecimento do peptídeo Smp_167240(213-228) entre os grupos analisados. 

Em relação à sensibilidade e especificidade dos peptídeos sintéticos, os 

peptídeos que apresentaram melhores resultados foram o Smp_150390.1(216-230) e 

Smp_180240(495-509) com sensibilidade de 96,15% e 73,08% e especificidade de 

100% e 92,31%, respectivamente. 

Conforme mostrado na figura 10, dentre os peptídeos sintéticos utilizados nos 

ensaios de ELISA, o peptídeo Smp_150390.1(216-230) apresentou melhor resultado, 

sendo então utilizado, para  avaliar a correlação entre a carga parasitária detectada pelo 

teste de  Kato-Katz  e TF Teste® e a reatividade dos soros  (Figura 13). Entretanto não 

foi observada correlação entre as variáveis analisadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13 - Correlação entre a carga parasitária e a reatividade do soro de 

indivíduos com exame de fezes positivo para presença de ovos contra o peptídio 

Smp_150390.1(216-230)  

O número de ovos por grama de fezes foi determinado pela técnica de Kato-Katz 

avaliando 18 lâminas de quatro amostras de fezes e TF Teste®. A reatividade do soro 

para o peptídeo Smp_150390.1(216-230)  foi avaliada em absorbância em ensaio de 

ELISA. A correlação foi determinada por teste de correlação de Spearman. 
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Número de amostras positivas 

(Kato-Katz, TF-Test® ou PCR-ELISA) 
Método Positivos Falsos-negativos 

    

26 Kato-Katz - 2 Lâminas 10 16 

    

26 Kato-Katz - 18 lâminas 12 14 

    

26 TF-Test® 11 15 

    

26 PCR-ELISA 14 12 

    

26 Smp_150390.1(216-230)-ELISA 25 1 

 

Nas amostras de soro dos 26 indivíduos de área endêmica utilizadas nos ensaios 

de ELISA com os peptídeos sintéticos, sabidamente infectados com S. mansoni, a 

técnica de Kato-Katz realizada com duas lâminas de uma amostra de fezes foi capaz de 

identificar 10 indivíduos positivos sendo que 16 indivíduos sabidamente infectados 

seriam considerados negativos (38,46% de sensibilidade). Utilizando a mesma técnica, 

com 18 lâminas de 4 amostras diferentes, o teste identificou 12 indivíduos positivos e 

14 indivíduos falsos negativos (46,15% de sensibilidade). A técnica de TF-Test® 

apresentou 42,30% de sensibilidade, sendo capaz de identificar 11 indivíduos positivos 

e 15 falsos negativos.  A PCR-ELISA apresentou 53,84% de sensibilidade, 

identificando 14 indivíduos positivos e 12 falsos negativos. O ensaio com 

Smp_150390.1(216-230)-ELISA detectou 25 pacientes positivos e apenas um falso 

negativo, apresentando 96,15% de sensibilidade (Tabela 7).   

 

Tabela 7 - Comparação das técnicas de ELISA-Smp_150390.1(216-230), Kato-

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

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

5.4 Proteínas selecionadas e expressas 

 

Adicionalmente duas proteínas com predição de epítopos de células T capaz de 

se ligarem a 15 e 13 alelos de MHCII foram escolhidas por nosso grupo, dentre as 

proteínas selecionadas por análises in silico, para serem expressas na forma de proteínas 

recombinantes. Essas proteínas foram anotadas como: Glicoproteína de superfície 

âncora GPI 200-kDa (Sm200) (Smp_017730) e uma proteína  semelhante a alérgeno de 

veneno (Smp_070240) denominada de SmVal7. Essas proteínas foram selecionadas 
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uma vez que já estavam sendo estudadas por nossos colaboradores. A Sm200, pelo Dr. 

Sergio Costa Oliveira, da Universidade Federal de Minas Gerais, e a SmVal7, pelo Dr. 

Leonardo Farias, do Instituto Butantã, São Paulo.  

 

5.4.1 rSm200 

 

5.4.1.1 Predição de epítopos lineares de células B 

 

A predição de epítopos lineares de células B é um dos critérios racionais para 

seleção de antígenos potenciais candidatos para serem utilizados no imunodiagnóstico 

da esquistossomose. A predição de epítopos lineares de células B foi realizada 

utilizando a sequência da proteína Sm200 inteira, onde foram preditos 38 epítopos de 

células B. Desses 38 epítopos preditos, 13 estão presentes na rSm200(1069-1520),  

parte C-terminal da proteína que foi expressa por nosso grupo, representando 34% dos 

epítopos preditos concentrados na rSm200(1069-1520) que corresponde a 26,86% da 

proteína inteira (Figura 14). 
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Figura 14 - Predição de epítopos lineares de células B na sequência inteira da  

proteína Sm200  

Os aminoácidos destacados em cinza representam os epítopos lineares de células B 

preditos utilizando o programa BCPREDS. Os aminoácidos que representam a proteína 

rSm200(1069-1520) estão sublinhados. 
 

5.4.1.2 Gel de poliacrilamida e Western blot 1D 

 

 A expressão, purificação e antigenicidade da proteína recombinante Sm200 

(1069-1520) em fusão com cauda de seis histidinas foi avaliada por gel de 

poliacrilamida e Western blot 1D. A figura 15 demonstra que a proteína com 

aproximadamente 66KDa, foi reconhecida pelo anticorpo anti-his (GE) (Figura 15A) e 

por pool de soro de camundongos infectados com S. mansoni (Figura 15B). O 

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

mesma manteve sua antigenicidade.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15 - Expressão, purificação  e antigenicidade da rSm200(1069-1520)  em 

fusão com cauda de 6  histidinas em gel de poliacrilamida e Western blot  

(A) Padrão de peso molecular PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific) 

(MW) e  Proteína rSm200(1069-1520)  não purificada (IND) em gel de poliacrilamida 

12% para confirmar o tamanho da proteína recombinante. A expressão foi confirmada 

pelo reconhecimento do anti-his (αHis) por Western blot. (B) Padrão de peso molecular 

broad range protein marker (BioRad) (MW) e Proteína rSm200(1069-1520)  purificada 

(P) em gel de poliacrilamida 10% para avaliar o perfil molecular e o seu 

reconhecimento por soro de camundongos suíços  infectados com S. mansoni (INF) e 

não infectados (NEG) por Western blot. 

 

  

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

indivíduos infectados com S. mansoni  

 

Para avaliar o reconhecimento da rSm200 por soro de camundongos não 

infectados (NEG), infectados (S. mansoni) (15, 30, 45, 60, 75, 90, 120 e 140 dias após 

infecção - dpi) e infectados tratados (PT) (30, 60 e 90 dias pós tratamento) a nível de 

IgG anti-rSm200(1069-1520) foram realizados ensaios de ELISA. Não houve 

diferenças significativas no reconhecimento da proteína por soro de camundongos 

infectados com 15, 30 e 45 dias em relação ao reconhecimento por soro de 

camundongos não infectados (Figura 16). Aumento significativo do reconhecimento da 
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rSm200 foi observado com soros provenientes de camundongos infectados com S. 

mansoni após 60, 90, 120 e 140 dias de infecção comparando com o soro de 

camundongos não infectados (Figura 16).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16 - Cinética dos níveis de IgG para a rSm200(1069-1520)  em soro de 

camundongos após infecção com S. mansoni 

 O soro de camundongos suíços foi obtido um dia antes da infecção e após infecção com 

15, 30, 45, 60, 75, 90, 120 e 140 dias. A linha representa as médias de absorbâncias de 

cada grupo. Diferenças significativas em relação ao grupo com soro negativo estão 

indicadas com asterisco *(p<0.05).  

 

 

Para avaliar o desempenho da rSm200(1069-1520) como antígeno em ensaios de 

ELISA para o diagnóstico da esquistossomose, o reconhecimento da rSm200 por soro 

de camundongos infectados com S. mansoni, em fase aguda e crônica da infecção foi 

avaliado. Para essa finalidade, os soros foram divididos em 4 grupos: negativo (soro de 

camundongos não infectados - Neg), agudo (soro de camundongos infectados obtidos 

com 15 a 90 dias após infecção - Agudo), crônico (soro de camundongos infectados 

obtidos com 120 e 140 dias após infecção - Crônico) e infectados (soro de 

camundongos infectados em fase aguda e crônica da infecção - S. mansoni). Para 

determinar o ponto de corte entre os grupos, o soro de 120 camundongos não infectados 

e 120 soros de camundongos infectados com S. mansoni foram analisados e a 

absorbância foi avaliada para determinar a especificidade e a sensibilidade utilizando o 

teste de curva ROC. O ponto de corte foi determinado na absorbância de 0,3228. 
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Comparando os valores de absorbância, diferenças significativas foram observadas entre 

o grupo negativo e os outros grupos (agudo, crônico e infectado) (Figura 17A). 

Entretanto, o ensaio ELISA-rSm200(1069-1520) apresentou 99,17% de especificidade e 

50% de sensibilidade quando utilizado no diagnóstico da esquistossomose, 

independentemente da fase da doença. Para avaliar o reconhecimento cruzado, o ensaio 

de ELISA foi realizado usando rSm200(1069-1520) como antígeno e soro de 

camundongos infectados com A. suum ou A. ceylanicum.  Não foi observado 

reconhecimento cruzado da proteína por esses soros (Figura 17B). Para avaliar os níveis 

de IgG específico para rSm200(1069–1520) frente a soro de camundongos tratados (PT) 

foram utilizados soros de animais infectados e tratados com 30, 60 e 90 dias após o 

tratamento (Figura 18). Foram observadas diferenças significativas do grupo de 

camundongos infectados e infectados tratados (30, 60 e 90 dias PT) em relação ao grupo 

negativo. Esses resultados mostram que a proteína recombinante utilizada no ensaio de 

ELISA não foi eficiente para monitorar cura após tratamento. Sendo que após o 

tratamento houve maior reconhecimento da rSm200(1069–1520) por soro de 

camundongos tratados (Figura 18). 
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Figura 17 - Avaliação dos níveis de IgG em soro de camundongos para a 

rSm200(1069-1520) 

(A) Níveis de IgG para rSm200(1069-1520) em soro de camundongos suíços em 

diferentes grupos: negativo (soro de camundongos não infectados), agudo (soro de 

camundongos infectados obtidos com 15 a 90 dias após infecção), crônico (soro de 

camundongos infectados obtidos com 120 e 140 dias após infecção) e infectados (soro 

de camundongos infectados em fase aguda e crônica da infecção). Diferenças 

significativas nos níveis de IgG comparado ao grupo negativo foram indicados com 

asteriscos ***(p<0,001). (B) Níveis de IgG especificos para a rSm200(1069-1520) 

detectados em soro de camundongos suíços infectados com S.mansoni, camundongos 

BALB/c infectados com Ascaris suum ou camundongos C57BL/6 infectados com 

Ancylostoma ceylanicum para avaliar reconhecimento cruzado. A linha pontilhada 

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

tratados (PT)  

Níveis de IgG para rSm200(1069-1520) em soro de camundongos suíços não infectados 

(NEG), infectados (S. mansoni) e infectados tratados (30, 60 e 90 dias pós tratamento – 

PT). Diferenças significativas nos níveis de IgG comparado ao grupo negativo foram 

indicados com asteriscos ***(p<0.001). 

 

Soro de indivíduos com exame de fezes negativo (NEG) e soro de indivíduos 

com amostras de fezes positivas (INF) moradores de área de endêmica para infecção 

com S. mansoni e soro de doadores saudáveis (HD) não moradores de área endêmica 

para S. mansoni foram utilizados para avaliar eficácia do ensaio ELISA-rSm200(1069-

1520) no hospedeiro natural.   

Foi observado reconhecimento significativo da rSm200(1069-1520) por soros de 

indivíduos  moradores de área endêmica para esquistossomose em comparação com o 

grupo de doadores saudáveis (Figura 19A). O reconhecimento da rSm200(1069-1520) 

por soro de indivíduos infectados correlaciona-se fortemente com a carga parasitária de 

ovos detectado por Kato-Katz e TF-Test® (Figura 19B), no entanto, não foram 

observadas diferenças significativas  no reconhecimento da rSm200(1069-1520) por 

soros de indivíduos que moram em área endêmica com exame de fezes negativo (NEG) 

e exame de fezes positivo (INF) (Figura 19A). Para avaliar ELISA-rSm200(1069-1520) 

quanto à sensibilidade e especificidade, um ponto de corte na absorbância de 0,176 foi 

determinado pelo teste de curva ROC utilizando doadores saudáveis como grupo de não 

infectado (HD) e os indivíduos infectados (INF) como  grupo positivo. Com esses 

parâmetros, foi observada uma sensibilidade de 90% e uma especificidade de 93,3%. 
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Figura 19 - Níveis de IgG detectados em soro humano por ELISA-rSm200(1069-

1520)  

(A) Amostras de soro foram coletadas de indivíduos moradores de área endêmica para 

infecção com S. mansoni. Foram avaliadas 20 amostras de indivíduos com exame de 

fezes negativo (NEG) e 20 amostras de indivíduos com amostras de fezes positivas 

(INF). Adicionalmente, soro de 15 doadores saudáveis (HD), não moradores de área 

endêmica para S. mansoni, também foram avaliados. Diferenças significativas nos 

níveis de IgG comparado com o grupo de doadores saudáveis foram indicadas com 

asterisco ***(p<0.001).  A linha pontilhada representa o ponte de corte. Em (B), a 

correlação entre a carga parasitária e a reatividade do soro para rSm200(1069-1520) foi 

avaliada. O número de ovos por grama de fezes foi determinado pela técnica de Kato-

Katz avaliando 18 lâminas de quatro amostras de fezes e TF Teste®. A reatividade do 

soro para rSm200(1069-1520) foi avaliada em absorbância em ensaio de ELISA. A 

correlação foi determinada por teste de correlação de Spearman.   

 

Nessas mesmas amostras de soro de 20 indivíduos de área endêmica, sabidamente 

infectados com S. mansoni, a técnica de Kato-Katz usualmente utilizada com duas 

lâminas de uma amostra de fezes foi capaz de identificar seis indivíduos positivos e 14 
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Número de amostras positivas 

(Kato-Katz ou TF-Test®) 
Método Positivos Falsos-negativos 

    

20 Kato-Katz - 2 Lâminas 6 14 

    

20 Kato-Katz - 18 lâminas 9 11 

    

20 TF-Test® 20 0 

    

20 PCR-ELISA 9 11 

    

20 rSm200 (1069-1520)-ELISA 18 2 

 

falsos negativos (30% de sensibilidade). Utilizando a mesma técnica, com 18 lâminas, o 

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

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

técnica de TF-Test® apresentou 100% de sensibilidade, sendo capaz de identificar todos 

os indivíduos positivo. Adicionalmente, o ensaio de ELISA-rSm200(1069-1520) detectou 

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

 

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

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.4.2 rSmVal7   

 

5.4.2.1 Confirmação da expressão da SmVal7 recombinante 

 

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

metodologia descrita e a confirmação da expressão foi demonstrada através da 

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

proteína recombinante (Figura 20).  A presença desta banda evidencia a expressão da 

proteína apresentando uma massa molecular de aproximadamente 20kDa. 
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Figura 20 - Confirmação da expressão da proteína recombinante SmVal7 por gel 

de poliacrilamida 15% 

Após o processo de purificação, frações do purificado foram coletadas e alíquotas destas 

frações foram aplicadas no gel de poliacrilamida. A seta indica a presença da proteína 

recombinante. PM: Padrão de Peso Molecular USB (10 kDa; 15 kDa; 25 kDa; 35 kDa; 

50 kDa; 75 kDa; 100 kDa; 150 kDa; 225 kDa), 1 e 3: Sobrenadante após diálise, 2 e 4: 

Precipitado após diálise. 

 

 

5.4.2.2 Reconhecimento da rSmVal7 por soro de camundongos suíços e indivíduos 

infectados com S. mansoni 

 

Foram realizados ensaios de ELISA com o objetivo de avaliar o reconhecimento 

da rSmVal7 por soro de camundongos não infectados (NEG),  infectados com S. 

mansoni (INF) (45, 60, 75, 90, 120 e 140 dias após infecção - dpi) e infectados e 

tratados (PT) (30, 60 e 90 dias pós tratamento). 

Foram observadas diferenças significativas no reconhecimento da proteína 

recombinante SmVal7 por soro de camundongos infectados com 90 e 120 dias de 

infecção em relação ao grupo negativo. Esse reconhecimento começa a declinar à 

medida que a doença se cronifica, com diferença significativa com 140 dias de infecção 

em relação às absorbâncias com 45, 75, 90 e 120 dias após a infecção (Figura 21).  
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Figura 21 - Cinética dos níveis de IgG para a rSmVal7  em soro de camundongos 

infectados pelo S. mansoni  

Cinética dos níveis de IgG para rSmVal7 após infecção com S. mansoni. O soro de 

camundongos suíços foi obtido um dia antes da infecção (NEG), após infecção com 45, 

60, 75, 90, 120 e 140 dias após infecção (dpi). Diferenças significativas em relação aos 

grupos estão indicadas na figura. 

 

 

Para avaliar o desempenho da rSmVal7 como antígeno em ensaios de ELISA 

para o diagnóstico da esquistossomose, foi avaliado o reconhecimento da rSmVal7 por 

soro de camundongos infectados com S. mansoni, em fase aguda e crônica da infecção. 

Os soros foram divididos em 4 grupos: negativo (soro de camundongos não infectados - 

NEG), agudo (soro de camundongos infectados obtidos com 45 a 90 dias após 

infecção), crônico (soro de camundongos infectados obtidos com 120 e 140 dias após 

infecção) e infectados (soro de camundongos infectados em fase aguda e crônica da 

infecção - S. mansoni). 

Para determinar o ponto de corte entre os grupos, o soro de 40 camundongos não 

infectados e 26 soros de camundongos infectados com S. mansoni foram analisados e a 

absorbância foi avaliada para determinar o ponto de corte utilizando o teste de curva 

ROC. O ponto de corte foi determinado na absorbância de 0,1953. Comparando os 

valores de absorbância, diferenças significativas foram observadas entre o grupo 

negativo e os grupos agudo e infectado (S.mansoni) (Figura 22A). Entretanto, o ensaio 

rSmVal7 ELISA apresentou 97,5% de especificidade e 26% de sensibilidade quando 

utilizado no diagnóstico da esquistossomose, independentemente da fase da doença. 
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Para avaliar os níveis de IgG  específico para rSmVal7 frente a soro de camundongos 

tratados (PT) foram utilizados soros de animais infectados e tratados com 30, 60 e 90 

dias após o tratamento (Figura 22B). Foram observadas diferenças significativas entre o 

grupo de camundongos não infectados (NEG) e infectados (S. mansoni). Esses 

resultados mostram que a proteína recombinante utilizada no ensaio de ELISA não foi 

eficiente para monitorar cura após tratamento, uma vez que não foram observadas 

diferenças entre o grupo infectado (S. mansoni) e infectados e tratados com 30, 60 e 90 

dias (PT). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22 - Níveis de IgG para rSmVal7 em soro de camundongos infectados  

(A) Níveis de IgG para rSmVal7 em soro de camundongos suíços em diferentes grupos: 

negativo (soro de camundongos não infectados -NEG), agudo (soro de camundongos 

infectados obtidos com 45 a 90 dias após infecção), crônico (soro de camundongos 

infectados obtidos com 120 e 140 dias após infecção) e infectados (soro de 

camundongos infectados em fase aguda e crônica da infecção - S. mansoni). Diferenças 

significativas nos níveis de IgG comparado ao grupo negativo estão indicadas no 

gráfico. (B) Níveis totais de IgG para rSmVal7 em soro de camundongos suíços não 

infectados (NEG), infectados (S. mansoni) e infectados tratados (30, 60 e 90 dias pós 

tratamento - PT). Diferenças significativas nos níveis de IgG comparado ao grupo 

negativo estão indicadas no gráfico. 

 

Para avaliar a eficácia do ensaio de ELISA utilizando a rSmVal7 no hospedeiro 

humano foram utilizados soro de indivíduos não infectados saudáveis não moradores de 

área endêmica para S. mansoni (HD),  moradores de área endêmica com exame de fezes 

negativo para presença de ovos (NEG) e positivos para presença de ovos (INF). Um 
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reconhecimento significativo da rSmVal7 por soros de indivíduos moradores de área 

endêmica para esquistossomose (NEG e INF) em comparação com soro de indivíduos 

saudáveis (HD) foi observado. No entanto, não foram observadas diferenças 

significativas no reconhecimento da rSmVal7 por soros de indivíduos que moram em 

área endêmica com exame de fezes negativo (NEG) e exame de fezes positivo (INF) 

(Figura 23A). O reconhecimento da rSmVal7 por soro de  indivíduos infectados não 

correlaciona-se com a carga parasitária de ovos detectado por Kato-Katz e TF-Test® 

(Figura 23B). Um ponto de corte na absorbância de 0,5963 (Figura 23A) foi 

determinado pela curva ROC utilizando doadores saudáveis como grupo de não 

infectado (HD) e os indivíduos infectados (INF) como grupo positivo para avaliar a 

sensibilidade e a especificidade da ELISA-rSmVal7. Com esse ponto de corte 

determinado, foi observada sensibilidade de 80% (4 falsos-negativos) e especificidade 

de 100%. 
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Figura 23 - Níveis de IgG para rSmVal7  em soro de moradores de área endêmica 

para a esquistossomose 

(A) Amostras de soro foram coletadas de indivíduos saudáveis não moradores de área 

endêmica para esquistossomose (HD), moradores de área endêmica para S. mansoni 

com exame de fezes negativo para presença de ovos (NEG) e positivos para presença de 

ovos (INF). Diferenças significativas nos níveis de IgG, comparado com o grupo de 

indivíduos saudáveis (HD), estão indicadas no gráfico. A linha pontilhada representa o 

ponte de corte. Em (B), a correlação entre a carga parasitária e a reatividade do soro 

contra a rSmVal7 foi avaliada. O número de ovos por grama de fezes foi determinado 

pela técnica de Kato-Katz avaliando 18 lâminas de 4 amostras de fezes e TF-Teste®. A 

reatividade do soro para rSmVal7 foi avaliada em absorbância em ensaio de ELISA. A 

correlação foi determinada por teste de correlação de Spearman. 

 

A 

B 
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Número de amostras positivas 

(Kato-Katz ou TF-Test®) 
Método Positivos Falsos-negativos 

    

20 Kato-Katz - 2 Lâminas 6 14 

    

20 Kato-Katz - 18 lâminas 9 11 

    

20 TF-Test® 20 0 

    

20 PCR-ELISA 9 11 

    

20 rSmVal7-ELISA 16 4 

 

 

Comparando novamente as amostras de soro de 20 indivíduos de área endêmica, 

sabidamente infectados com S. mansoni, com as técnicas de Kato-Katz usualmente 

utilizada com duas lâminas de uma amostra de fezes, com 18 lâminas de quatro 

amostras de fezes, com a técnica de TF-Test® e com PCR-ELISA, o ensaio de ELISA- 

rSmVal7 detectou 16 pacientes positivos e 4 falsos negativos (Tabela 9), representando 

80% de sensibilidade.  

 

Tabela 9 - Comparação das técnicas de ELISA-rSmVal7, Kato-Katz, TF-Test® e 

PCR-ELISA em amostras de fezes sabidamente positivas 
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6 DISCUSSÃO 

 

Considerando a situação atual da esquistossomose, é essencial desenvolver 

abordagens mais eficazes para a prevenção, controle e eliminação dessa doença 

(Lustigman et al., 2012). Um diagnóstico com alta especificidade e sensibilidade é 

fundamental para promover a interrupção da transmissão dessa parasitose que reflete 

diretamente no controle e na eliminação da mesma. Os testes de diagnóstico com baixa 

sensibilidade podem não detectar indivíduos infectados, que permanecem, assim, 

positivos, e continuam a contribuir substancialmente para a transmissão da 

esquistossomose.                       

Métodos de imunodiagnósticos com base na detecção de anticorpos têm 

aumentado a eficiência do diagnóstico da esquistossomose, especialmente em áreas de 

baixa endemicidade (de Noya et al., 1992; Kinkel at al., 2012; Smith et al., 2012; 

Espírito-Santo et al., 2014). Os antígenos recombinantes têm sido utilizados como 

alternativa aos antígenos brutos, a fim de aumentar a especificidade do teste e minimizar 

as reações cruzadas, além de poderem ser produzidos em larga escala (Cavalcanti et al., 

2013; Gomes et al., 2014; Xu et al., 2014; Carvalho et al., 2014). 

O sequenciamento completo do genoma do S. mansoni (Berriman et al., 2009) e 

os  avanços na área de genômica e proteômica associadas com a  disponibilidade de 

ferramentas de bioinformática cada vez mais sofisticadas, tem fornecido recursos 

potenciais para identificar numerosas moléculas de Schistosoma, com alvos promissores 

para o diagnóstico da doença ( McCarthy et al., 2012; Carvalho et al., 2011; Carvalho 

et al., 2014; Silva-Moraes et al., 2014).  Estudos utilizando estratégias de análises de 

bioinformática para selecionar candidatos potenciais para o diagnóstico da 

esquistossomose têm sido realizados. Análises in silico foram realizadas para procurar 

proteínas de repetições em cadeias no genoma de S. mansoni, e sete candidatos foram 

selecionados para serem utilizados no diagnóstico da doença. Essas proteínas foram 

clonadas e expressas em sistema procarioto e utilizadas em ensaios de ELISA com soro 

de camundongos, mostrando ser capaz de diferenciar grupos infectados de não 

infectados e re-infecção após tratamento com PZQ (Kalenda et al., 2015). Guo e 

colaboradores (2012) utilizaram análises de bioinformática para encontrar sequências 

retrotransposons alvo para o diagnóstico molecular de S. japonicum. Além disso, Zhang 

et al. (2007) procurou por epítopos de células B em três proteínas pré-selecionados de S. 

japonicum, a fim de criar duas proteínas quiméricas de epítopos múltiplos para serem 
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usadas como alvos de diagnóstico, e mostrou que estas proteínas foram capazes de 

reagir com soros de pacientes infectados por S. japonicum.  

A estratégia de escolha do nosso grupo para selecionar antígenos potenciais para 

serem utilizados em ensaios de ELISA, para o diagnóstico da doença baseou-se em 

critérios racionais considerados importantes para tal, como: presença de peptídeo sinal, 

baixa similaridade com proteínas humanas e de camundongos, presença de epítopos 

lineares de células B e T preditos, localização favorável (secretada ou de membrana) e 

expressão em estágio de vida do parasito presentes no hospedeiro definitivo. Algumas 

das proteínas identificadas foram anotadas como proteínas expressas e hipotéticas, ou 

seja, ainda não possuem função conhecida descrita, uma vez que não foram encontradas 

similaridade com qualquer sequência depositada nos bancos de dados e por isso podem 

representar genes específicos de S. mansoni. Essas proteínas podem ser consideradas 

boas candidatas para o diagnóstico sorológico da esquistossomose, uma vez que 

passaram por todos os critérios de seleção para serem potenciais antígenos. Outras 

proteínas foram anotadas como putativas e com nome sistemático que provavelmente 

indicam sua função por possuírem algum domínio conservado que apresentou 

similaridade com alguma proteína já descrita. Algumas delas, como a trispanning 

orphan receptor; TORE, putative; foi isolada e caracterizada como uma nova proteína 

encontrada na superfície do S. mansoni e S. hematobium e sugere-se estar associada a 

receptores de membrana  (Inal, 1999). A myosin heavy chain, putative, que segundo a 

descrição do nome deve estar relacionada com a contração muscular, foi descrita como 

alvo vacinal por ter sido reconhecida em uma triagem na biblioteca de cDNA de verme 

adulto de S. japonicum por soro de coelhos vacinados com esquistossômulos atenuados 

(Li et al., 2004). As outras proteínas, com nomes sistemáticos específicos e 

denominadas como putativas, não foram encontradas na literatura relacionando-se com 

o parasito alvo desse estudo, o S. mansoni. Embora a anotação das proteínas de S. 

mansoni tenha sido melhorada nos últimos tempos, quando iniciamos nossas análises, 

utilizamos o proteoma disponível no momento e selecionamos proteínas que devem ser 

analisadas e investigadas para serem utilizadas no diagnóstico sorológico da 

esquistossomose.  

Alguns antígenos recombinantes têm sido utilizados em ensaios de ELISA para 

aumentar a especificidade do teste. Um deles é a proteína IPSE, uma glicoproteína 

expressa e secretada exclusivamente por ovos maduros de S. mansoni, que é idêntica à 

proteína alpha-1 (Schramm et al., 2006). A proteína alpha-1 foi descrita por Dunne et al 
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(1981) como sendo uma fração da CEF6 (cátion Exchange chromatography fraction 6) 

de antígenos de ovos de S. mansoni solúveis em  água - SmEA (water-soluble S. 

mansoni egg antigens) que é constituído de dois antígenos, alpha-1 e omega-1. O 

imunodiagnóstico utilizando a CEF6 como antígeno resultou na identificação de 90% de 

pacientes infectados com S. mansoni sem apresentar reconhecimento cruzado (McLaren 

et al., 1981). Além disso, os níveis de anticorpos contra a CEF6 caem rapidamente após 

o tratamento da infecção por S. mansoni, sendo, então um potencial antígeno para 

distinção entre o diagnóstico de infecção ativa e de cura após tratamento (Doenhoff et 

al., 2003). O uso da IPSE/Alpha-1 em ensaios de ELISA utilizando soro de 

camundongos infectados com S.mansoni mostrou que ela é o principal antígeno 

reconhecido precocemente durante a infecção comparando com a fração CEF6 e o 

antígeno solúvel SmEA (Schramm et al., 2006), sendo portanto, um potencial candidato 

para o imunodiagnóstico da esquistossomose mansoni. Frente a esses resultados, apesar 

de ser um potencial antígeno, a IPSE foi excluída da nossa estratégia de seleção, uma 

vez que está presente apenas no estágio de ovo.  

Outro antígeno que vem sendo muito utilizado é o ACC (Antígeno Catódico 

Circulante). Estudos utilizando a proteína recombinante ACC em ensaios de ELISA 

para o imunodiagnóstico da esquistossomose mostraram que a detecção de anticorpos 

IgG específicos contra antígenos ACC em soro de pacientes infectados com S. mansoni 

moradores de área endêmica para esquistossomose, pode ser utilizada como  ferramenta 

importante para identificar pacientes com baixa carga parasitária (Grenfell et al., 2013). 

Ao analizarmos a sequência de aminoácidos dessa proteína acessada no banco de dados 

genômico GeneDB (http://www.genedb.org/Homepage) em abril de 2016, verificamos 

que o nome sistemático dessa proteína era Smp_140450, e agora passou a ser 

denominada de Smp_211120. Em nosso banco de dados, identificamos apenas a 

proteína Smp_140450.1 (1063aa) que, ao compararmos com a sequência Smp_211120 

(347aa), verificamos 100% de identidade e 33% de cobertura, ou seja, a proteína 

Smp_211120 está inserida na proteína Smp_140450.1. Também verificamos que essa 

proteína Smp_140450.1 passou por todas as análises em nosso workflow, estando listada 

na tabela 1 com predição de ligação de peptídeos de células T com MHC de classe II 

para os genes HLA-DR em 13 alelos. Novas buscas foram feitas no atual banco de 

dados genômico do S. mansoni - SchistoDB (http://www.schistodb.net/schisto/), e 

nenhuma das duas proteínas foi encontrada. O fato dessa proteína ter passado por todas 
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as análises do nosso workflow,  evidencia que nossa estratégia possui um racional 

promissor. 

Nosso grupo de pesquisa, em 2011, utilizando o banco de dados do SchistoDB 

2.0 (Zerlotini et al., 2009) e ferramentas on line de bioinformática, identificou seis 

candidatos potenciais para o diagnóstico da esquistossomose (Carvalho et al., 2011), 

particularmente a Sm200, que foi novamente selecionada pela estratégia desse trabalho. 

Utilizando nossa estratégia atual, a proteína Smp_034420.1  passou por todos os 

critérios, não sendo selecionada devido à quantidade de alelos, que foi de apenas 12. A 

proteína Smp_042910 não apresentou predição de epítopos lineares de células B 

utilizando o preditor BepiPred e as outras três (Smp_171300, Smp_184440, 

Smp_184550), apresentaram mais de 60% de similaridade com proteínas humanas. 

Embora na estratégia utilizada por nosso grupo em 2011, onde esse mesmo critério de 

similaridade com proteínas humanas foi adotado, diferenças de predições feitas on line e 

no servidor podem ocorrer. Para as predições realizadas no servidor, o proteoma 

humano foi obtido e instalado, podendo ser, então, uma versão diferente da utilizada na 

predição on line. 

Com o objetivo de validar nossa estratégia de seleção de antígenos candidatos 

para o diagnóstico da esquistossomose, dentre as proteínas selecionadas, epítopos 

lineares de células B foram identificados nas proteínas que apresentaram predição de 

ligação ao maior número de moléculas de MHCII. Esses epítopos foram sintetizados 

como peptídeos sintéticos para serem avaliados em ensaios de ELISA. Nossos 

resultados mostram que dentre os sete peptídeos utilizados, cinco foram capazes de 

diferenciar soro de indivíduos de área endêmica infectados com S. mansoni de soro de 

indivíduos de área endêmica negativos para a presença de ovos nas fezes e de 

indivíduos saudáveis não moradores de área endêmica. Além disso, baseado na 

estratégia utilizada para selecionar antígenos não expressos no estágio de ovo do 

parasito e que seriam utilizados no controle de cura de indivíduos infectados e tratados, 

o peptídeo Smp_150390.1(216-230), foi capaz de diferenciar soro de indivíduos de área 

endêmica para esquistossomose infectados de soro de indivíduos de área endêmica 

infectados após 30 e 180 dias do tratamento, sugerindo o uso do mesmo para controle  

de cura após tratamento. Além disso, outros parâmetros podem ser trabalhados para 

melhorar o resultado do teste.  Oliveira e colaboradores (2006) sintetizaram sete 

peptídeos provenientes de proteínas de S. mansoni e avaliaram em ensaios de ELISA 

para o diagnóstico da doença com pool de soro de indivíduos negativos e positivos para 
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esquistossomose com metodologias de sensibilização diferentes. A maioria deles 

apresentou resultados melhores quando sensibilizados por 30 minutos a 37ºC antes de 

serem incubadas por aproximadamente 16 horas a 4ºC. 

Embora nossa estratégia de seleção de peptídeo tenha sido baseada em critérios 

racionais, como predição de epítopos lineares de células B e de regiões intrinsecamente 

desordenadas, outros epítopos da proteína poderiam apresentar potencial para o 

diagnóstico dessa parasitose. O critério de predição de regiões intrinsecamente 

desordenadas não abrangeu todas as proteínas, consequentemente, nem todos os 

epítopos selecionados possuíam essas regiões preditas. Embora Bueno e colaboradores 

(2011) tenham confirmado experimentalmente a relação de regiões intrinsecamente 

desordenadas (IDRs) com epítopos lineares de células B altamente imunogênicos em 

Plasmodium vivax e também em outros resultados de trabalhos de colaboradores com 

predição de epítopos de células B associados a regiões intrinsecamente desordenadas 

em Leishmania infantum ter sido maior que ao acaso (manuscrito em preparação), mais 

estudos são necessários para inferir se essas regiões intrinsecamente desordenadas 

seriam promissoras para seleção de antígenos de S. mansoni ou não, uma vez que o 

peptídeo que obteve melhor resultado em nossos ensaios não possui predição de regiões 

intrinsecamente desordenadas.  

Uma das proteínas selecionadas e expressa por nosso grupo foi a Sm200. A 

forma recombinante de parte desta proteína contendo os aminoácidos de 1069-1520 foi 

expressa em bactéria e utilizada em ensaios de ELISA para o diagnóstico da 

esquistossomose. A Sm200 é uma glicoproteína, com função desconhecida, ancorada à 

membrana de vermes adultos do S. mansoni através de uma ligação 

glicosilfosfatidilinositol (GPI). Inicialmente foi identificada no tegumento do parasito 

(Sauma and Strand, 1990; Sauma et al., 1991) e posteriormente chamada de 200kDa 

(Hall et al., 1995), Sm200 (Racoosin et al., 1999) ou ECL (Nascimento et al., 2007). A 

sua localização na superfície do tegumento do verme adulto de S. mansoni foi 

confirmada por uma raspagem enzimática superficial que detectou sua presença no 

tegumento (Castro-Borges et al., 2011).  

A parte C-terminal recombinante da Sm200 avaliada neste estudo apresentou 

34% dos epítopos de células B preditos na proteína inteira e manteve a sua 

antigenicidade, uma vez que foi reconhecida por soros de camundongos infectados com 

S. mansoni. No ensaio de ELISA, a reatividade para rSm200(1069-1520), de soros de 

camundongos infectados aumenta à medida que o parasito se desenvolve dentro do 
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hospedeiro definitivo (Fig. 16). Estas observações estão de acordo com os estudos de 

Norden e Strand (1985) que detectaram maiores níveis de anticorpos contra a Sm200, 

140 dias após a infecção. Além disso, os níveis de expressão preditos de proteínas de 

tegumento de Schistosoma nas diferentes etapas de vida do parasito no hospedeiro 

definitivo indicam que a Sm200 possui baixos níveis de expressão em estágios de 

cercárias e esquistossômulo, níveis médios de expressão em ovos e níveis altos de 

expressão em vermes adultos (Fonseca et al., 2012).  

O teste de diagnóstico baseado na ELISA-rSm200(1069-1520) foi capaz de 

detectar 60 camundongos positivos em 120 animais que foram infectados com 

aproximadamente 25 cercárias da cepa LE, representando uma sensibilidade de 50%. 

No grupo de 120 camundongos não infectados, apenas um animal foi erroneamente 

considerado infectado por S. mansoni, resultando em 99,17% de especificidade. Este 

resultado falso positivo não pode ser atribuído à reação cruzada com A. suum ou A. 

ceylanicum, uma vez que não foi observado nenhum reconhecimento cruzado utilizando 

soros de animais infectados com esses dois helmintos. 

 O diagnóstico da esquistossomose, em indivíduos com alta carga parasitária é 

prontamente realizado por métodos parasitológicos, como Kato-Katz. No entanto, em 

áreas de baixa endemicidade, onde os indivíduos infectados possuem uma carga 

parasitária baixa, uma lâmina de uma amostra de fezes na técnica de Kato-Katz 

apresenta 22,2% de sensibilidade (Siqueira et al., 2011). Aumentar o número de lâminas 

e amostras de fezes para 18 e 4, respectivamente, aumenta a sensibilidade da técnica de 

Kato-Katz para 80,6% (Siqueira et al., 2011). O uso de soros de indivíduos que vivem 

em área de baixa endemicidade para esquistossomose demonstraram que a rSm200 

(1069-1520)-ELISA foi capaz de discriminar soro de doadores saudáveis não infectados 

e indivíduos infectados que vivem em áreas endêmicas para esquistossomose, mas não 

discriminou indivíduos provenientes de áreas endêmicas com exame de fezes negativo e 

positivo. O reconhecimento da rSm200(1069-1520) por soro de indivíduos que vivem 

em áreas endêmicas para esquistossomose com exame de fezes negativo poderia 

representar resposta de anticorpos a infecção anterior ou infecção não diagnosticada 

pelos exames realizados. Estes resultados demonstram que a rSm200(1069-1520) pode 

ser utilizada em ensaios de ELISA para excluir o diagnóstico de esquistossomose em 

indivíduos apresentando sintomas de doenças semelhantes, uma vez que os sintomas da 

infecção por esquistossomose são semelhantes aos sintomas associados com outra 

infecções intestinais. Também é importante ressaltar que embora apenas uma parte da 
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proteína tenha sido expressa, mesmo com uma porcentagem considerável de epítopos 

lineares de células B preditos, a expressão da proteína inteira poderia melhorar o 

desempenho do teste. 

A outra proteína expressa, SmVal7, faz parte de uma família de genes de 28 

proteínas denominadas de proteínas semelhante a alérgeno de veneno - Venom 

Allergen-Like proteins (SmVALs). Esta família de genes é dividida em dois grupos, 

sendo o grupo 1, em que a SmVal7 está inserida, constituído de proteínas que possuem 

peptídeo sinal e podem ser secretadas e o grupo 2, de proteínas que não possuem 

peptídeo sinal, podendo ter função intracelular (Chalmers et al., 2008). A SmVa7 é 

expressa na glândula esofágica de vermes adultos de S. mansoni e sua expressão é 

visualizada logo nos estágios iniciais de cercária e esquistossômulos de 10 dias. A 

expressão da SmVal7 unicamente na glândula esofágica do parasito sugere um papel 

relacionado ao processo de alimentação do parasito ou na proteção contra o sistema 

imunológico do hospedeiro, uma vez que o tubo digestivo é o segundo sítio de maior 

interação entre o verme e o hospedeiro (Rofatto et al., 2012).  

Embora essa proteína tenha sido selecionada para ser utilizada no controle de 

cura pós-tratamento, pois não possui predição para o estágio de ovo no hospedeiro 

definitivo, os resultados dos ensaios de ELISA utilizando essa proteína recombinante 

mostrou que ela não foi capaz de diferenciar soro de camundongos infectados com S. 

mansoni de soro de camundongos infectados e tratados.  De acordo com esses 

resultados, outros ensaios devem ser realizados utilizando soro de indivíduos de área 

endêmica infectados e tratados, e também subclasses de anticorpos IgG para avaliar se o 

perfil distinto de resposta imune humoral com essa proteína recombinante também 

poderia discriminar indivíduos negativos, positivos e positivos tratados de área 

endêmica. 

Fazendo uma comparação dos testes utilizados para identificar os indivíduos 

positivos de área endêmica, que foram Kato-Katz, TF-Test® e posteriormente PCR-

ELISA, nossos antígenos Smp_150390.1(216-230), rSm200(1069-1520) e SmVal7 

utilizados em ensaios de ELISA com soro desses mesmos indivíduos apresentaram 

sensibilidade consideravelmente maior que a técnica de Kato-Katz com 2 e 18 lâminas e 

PCR-ELISA. Adicionalmente, o antígeno Smp_150390.1(216-230) apresentou 

sensibilidade maior que a técnica de TF-Test®, demonstrando que nossa estratégia para 

seleção de antígenos potenciais para serem utilizados no diagnóstico sorológico da 

esquistossomose atingiu o objetivo.  
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7 CONCLUSÃO  

 

Nossos resultados demonstram que a abordagem computacional utilizada para 

realizar predições de antígenos para serem utilizados no diagnóstico sorológico da 

esquistossomose e no diagnóstico de cura pós-tratamento apresentou um racional 

promissor. Nossa estratégia de seleção in silico apresentou antígenos que podem ser 

utilizados no diagnóstico sorológico da esquistossomose com sensibilidade maior do 

que o método parasitológico convencionalmente utilizado que é a técnica de Kato-Katz. 

Além disso, o ELISA utilizando o peptídeo sintético Smp_150390.1(216-230) 

demonstrou que o mesmo possui potencial para ser utilizado no controle de cura após 

tratamento e em inquéritos epidemiológicos. 
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ANEXOS 

 

ANEXO I - Artigo publicado referente ao trabalho de doutorado 

- Artigo: Carvalho GB, Pacífico LG, Pimenta DL, Siqueira LM, Teixeira-Carvalho 

A, Coelho PM, Pinheiro Cda S, Fujiwara RT, Oliveira SC, Fonseca CT. Evaluation 

of the use of C-terminal part of the Schistosoma mansoni 200kDa tegumental 

protein in schistosomiasis diagnosis and vaccine formulation. Exp Parasitol. 2014 

Apr; 139:24-32. 

 

O artigo científico apresentado a seguir corresponde aos objetivos 2, 3 e 4 referente a 

proteína rSm200(1069-1520). 

 

Titulo: Evaluation of the use of C-terminal part of the Schistosoma mansoni 200kDa 

tegumental protein in schistosomiasis diagnosis and vaccine formulation. 

Autores: Carvalho G B, Pacífico LG, Pimenta DL, Siqueira LM, Teixeira-Carvalho A, 

Coelho PM, Pinheiro C da S, Fujiwara RT, Oliveira SC, Fonseca CT. 

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

  

Na busca por candidatos para diagnóstico no genoma do parasiro S. mansoni, 

nosso grupo identificou a Sm200, uma proteína de 200kDa do S. masoni como alvo. A 

forma recombinante desta proteína contendo os aminoácidos de 1069-1520 foi expressa 

em bactéria e utilizada em ensaios de ELISA para o diagnóstico da esquistossomose. 

Nossos resultados demonstram que este ensaio foi capaz de discriminar indivíduos não 

infectados (doadores saudáveis) de indivíduos infectados, havendo correlação positiva 

entre a absorbância detectada no teste e a carga parasitária do indivíduo infectado.  
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ANEXO II - Revisão publicada dentro do assunto do trabalho de doutorado 
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