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PZQ - Praziquantel
g.s.p - quantidade suficiente para
r.p.m - rotagdo por minuto

RA - cercéria atenuada por raio-X ou radiagdo gama

RNA - acido ribonucleico
RPMI - Roswell Park Memorial Institute medium
SDS - sodio dodecil sulfato

SDS-PAGE - sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis

SEA - antigenos solUveis de ovo

seg - segundo

SNA - Sambucus nigra agglutinin

SWAP - antigenos solUveis de verme adulto

T CD4 - célula T auxiliar

TBE - tris borato EDTA

TBM - Total Body Minutes

TBS — tampao Tris salina

TEMED - N, N, N’, N’-tetra metiletilenodiamina
TGF - fator de crescimento tumoral

Th - linf6citos T auxiliares

TNF - fator de necrose tumoral

Tris - trishidroximetilaminometano

U - unidade

UFMG - Universidade Federal de Minas Gerais
UK - Inglaterra

US - Estados Unidos

UV - ultravioleta

V - voltz
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Resumo

Apesar do grande esforco na tentativa de controlar a esquistossomose, esta doenga continua
sendo uma das mais prevalentes no mundo. Novas intervengdes sdo uma prioridade
importante para a eliminacéo da esquistossomose, uma vez que o controle da doenca tem sido
baseado essencialmente na quimioterapia, a qual ndo previne a reinfeccdo. O desenvolvimento
de uma vacina para a esquistossomose para protecdo a longo prazo, bem como de um novo
teste de diagndstico, constituira um grande avanco para o controle da doenca. A compreensdo
da resposta imunoldgica associada com o0s estados de infeccdo/protecdo pode constituir a base
da descoberta de novos antigenos biomarcadores para vacina e diagndstico para a
esquistossomose. Recentes avangos na area pds-genémica tém permitido uma busca mais
racional por biomarcadores. Inicialmente, eletroforese bidimensional (2-DE) de extrato
proteico total de diferentes fases de desenvolvimento do Schistosoma mansoni foi realizada,
obtendo-se um perfil de separacdo de spots proteicos com boa resolucdo com os extratos de
todas as fases, mas com um perfil distinto entre eles. Posteriormente, proteinas do extrato
proteico de verme adulto, total e de tegumento, foram separaradas por 2-DE e, entdo,
incubadas com amostras de soro de individuos infectados (INF) e ndo infectados de area
endémica (NE) e de individuos ndo infectados de area ndo endémica (NI) para
esquistossomose em experimento de Western-blotting bidimensional (2D-WB). No total, 47
proteinas imunogénicas foram identificadas por espectrometria de massas. Embora a maioria
dos spots proteicos sejam imunogénicos aos diferentes pools de soro, nove spots proteicos
reagiram exclusivamente com o pool de soro INF e um com o pool de soro NE. Algumas
glicoproteinas foram identificadas no extrato proteico total de verme adulto de S. mansoni
usando o método Periodic Acid-Schiff e lectina-blotting. No entanto, o tratamento com
periodato/borohidreto indicou que a porcdo glicidica ndo tem influéncia sobre a reatividade
das proteinas aos diferentes pools de soro utilizados nos experimentos de 2D-WB. Western-
blotting de duas proteinas recombinantes, selecionadas dos experimentos de 2D-WB, mostrou
um perfil de reconhecimento pelos diferentes pools de soro semelhante ao das proteinas
nativas. Dentre as proteinas imunogénicas identificadas nos experimentos de 2D-WB, 27
foram expressas in vitro com sucesso, as quais serdo utilizadas em experimentos futuros em
um microarranjo de proteinas. A associacdo de eletroforese bidimensional e Western-blotting
permitiu a selecdo de um painel de antigenos proteicos capazes de distinguir os estados de
suscetibilidade e resisténcia a esquistossomose mansonica. Estes antigenos poderdo ser
utilizados como biomarcadores no desenvolvimento de uma vacina e/ou de um novo teste

diagndstico para a doenca.
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Abstract

Despite intensive efforts towards schistosomiasis control, the disease is still one of the most
prevalent in the world. New interventions are a high priority for the elimination of
schistosomiasis, since the disease control has been essentially based on the use of
chemotherapy, which does not prevent re-infection. The development of a long term
protection and an effective diagnostic assay would be a major breakthrough for
schistosomiasis control. Understanding which aspects of the immune responses are associated
with infection/protection status may constitute the basis for the understanding of a successful
vaccine and could also indicate new diagnostic candidates. Progress on post-genomic
technologies resulted in the development of rational and global approaches for the discovery
of new biomarkers. Initially, two-dimensional electrophoresis (2-DE) of different
developmental stages protein extracts of Schistosoma mansoni were conducted. It was
obtained a good separation pattern of the spots that was distinguishable in all the stages
evaluated. Subsequently, two-dimensional electrophoresed S. mansoni adult worm protein
extracts, total and tegumental, were probed with pooled sera of infected (INF), non-infected
individuals from endemic area (NE) and non-infected individuals from non-endemic
schistosomiasis area (NI) in a two-dimensional Western-blotting experiment (2D-WB). A
total of 47 immunoreactive proteins were identified by mass spectrometry. Although most of
the protein spots were immunoreactive to all of the serum pools, nine reacted exclusively with
the INF serum pool, and one with the NE serum pool. Glycoproteins were identified in the S.
mansoni adult worm total protein extract using Periodic Acid-Schiff base method and lectin-
blotting. However, periodate/borohydride treatment indicated that the glycoprotein glycan
portion had no influence on the immunoreaction obtained in the 2D-WB experiments using
different serum pools. Western-blotting of two 2D-WB selected recombinant proteins showed
a similar serum recognition profile of the native protein. A total of 27 immunoreactive
proteins identified by 2D-WB approach were successfully in vitro expressed and will be used
in future experiments of protein microarray. The association of two-dimensional
electrophoresis and Western-blotting assays allowed the selection of a protein antigens panel
capable to diagnose the schistosomiasis mansoni susceptibility/resistance status. These
antigens may be used as biomarkers for the development of a vaccine and/or a new diagnostic

test for the disease.
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1 Introducao
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1.1 Aspectos gerais da esquistossomose

A esquistossomose € considerada uma das doengas mais relevantes em saude publica
no mundo. Estima-se que existam 779 milhGes de pessoas sob risco de infeccdo e 210 milhdes
infectadas em 76 paises (Steinmann et al., 2006). A morbidade associada a esquistossomose
tem impacto significativo nas atividades diarias dos individuos infectados. O
comprometimento da doenca no desenvolvimento dos jovens e na produtividade dos adultos
tem reflexo negativo na economia doméstica e da coletividade. O elevado numero de pessoas
infectadas e os efeitos negativos da morbidade tém um impacto significativo no nimero de
anos de vida produtiva perdidos devido a esquistossomose, que apresenta um indice de
DALYs (Disability Adjusted Life Years) estimado em 6 - 13,5 milhGes. Este indice é ainda
mais relevante para comunidades com nivel socio-econdmico baixo, o que justifica 0s
esforcos para o melhor entendimento da doenca e para a busca de solugdes adequadas (King
et al., 2006).

A doenca tem como agente causador parasitos pertencentes ao filo Platyhelminthes,
classe Trematoda, ordem Digenea, subordem Strigeidida, superfamilia Schistosomatoidea,
familia Schistosomatidae, e género Schistosoma. Os schistosomas sd0 metazoarios
acelomados, de simetria bilateral e dimorfismo sexual durante a fase adulta. As trés espécies
mais importantes para a salde humana, Schistosoma mansoni, Schistosoma haematobium e
Schistosoma japonicum, apresentam caracteristicas morfologicas e fisioldgicas particulares,
diferentes hospedeiros intermediarios e distintas localizaces no hospedeiro definitivo, além
de distribuicdes geograficas diferentes (Rollinson & Simpson, 1987).

A esquistossomose tem uma prevaléncia heterogénea quanto ao clima, vegetagédo e
topografia, e esta associada a presenca do hospedeiro intermediario e a alguns fatores de risco
relacionados ao uso da dgua (Guimardes et al., 2006). Na América do Sul, o Brasil é o pais
com maior prevaléncia de esquistossomose. A transmissdo da doenca ocorre em uma vasta
area e a espécie causadora € o S. mansoni (Steinmann et al., 2006). Segundo o Guia de
Vigilancia Epidemioldgica e Controle da Esquistossomose, no Brasil, as areas endémicas
importantes abrangem os estados do Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas,
Sergipe, Bahia, Espirito Santo e Minas Gerais. Os indices de prevaléncia mais elevados
ocorrem em municipios dos estados de Pernambuco, Alagoas, Sergipe e Minas Gerais. Os
estados com distribuicdo focal sdo Para, Maranh&o, Ceard, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana,
Santa Catarina e Rio Grande do Sul (Secretaria de Estado da Saude de Sdo Paulo, 2007). A
distribuicdo da esquistossomose no estado de Minas Gerais € irregular, intercalando areas de

alta prevaléncia com outras de transmissao baixa ou nula (Guimaraes et al., 2006) (Fig. 1).

23



0 100 200
L se—

NG 0l @
Wl e
L) 'M.lb.’@y A

[] sem informacdo
[ 0,001-5,000%
[] 5,001 - 15,000 %
I 15,001-25,000%
Il Acima de 25,000 %

Prevaléncia

24

Distribuicdo da prevaléncia da esquistossomose nos municipios de Minas

Figura 1: Mapa de prevaléncia da esquistossomose mansdnica no estado de Minas

Gerais-Brasil.
Gerais em porcentagem. Adaptada de Guimaraes e colaboradores (2006).



1.2 Ciclo de desenvolvimento do Schistosoma mansoni

O agente causador da esquistossomose foi descoberto em 1851. Em 1913 o hospedeiro
intermediario foi identificado e o ciclo de vida do parasito descrito e reproduzido em
laboratério (Foster, 1965 e Katz, 2008).

O ciclo de vida do S. mansoni, espécie causadora da esquistossomose no Brasil,
envolve duas geraces: a primeira no hospedeiro definitivo vertebrado, onde ocorre a
maturacdo dos vermes e reproducdo sexuada; e a segunda no hospedeiro intermediario
invertebrado, onde ocorre a reproducdo assexuada (Fig. 2).

Os hospedeiros intermedidrios do S. mansoni sdo o0s caramujos do género
Biomphalaria (Davis, 1985 e Gryseels et al., 2006). Milhares de cercarias sdo produzidas por
um Unico esporocisto no hospedeiro intermediario, que as liberam de forma intermitente na
agua. Quando encontram um hospedeiro definitivo apropriado, as cercérias liberam as
secrecOes da glandula acetabular, facilitando a sua penetracdo pela epiderme e iniciando o
processo de transformacdo em esquistossémulos (Stirewalt et al., 1983 e Wilson & Coulson,
2009). Os esquistossdmulos permanecem na epiderme por 53 horas, na derme por 18 horas e
levam cerca de 8 horas para penetrar em uma vénula (Wilson & Lawson, 1980). Através da
circulacdo, os esquistossomulos chegam aos pulmdes em 2 a 7 dias (Wilson & Coulson,
1986). Do pulmao, os esquistossdmulos sdo enviados ao coracdo e, de 14, pela circulacdo geral
a todas as partes do corpo do hospedeiro definitivo. Somente quando alcancam o sistema
porta intra-hepatico podem completar seu desenvolvimento (Miller & Wilson, 1980). Quatro
semanas apos a infeccdo, a maioria dos vermes encontram-se maduros e prontos para se
acasalarem. Os vermes acasalados deslocam-se ativamente contra a corrente circulatoria do
sistema porta e migram para as veias mesentéricas pélvicas (Bloch, 1980). O casal estd em
constante associacdo, encontrando-se a fémea no canal ginecdéforo do macho. A fémea
depende do contato com o macho para completar a sua maturacdo (LoVerde & Chen, 1991).
A producdo de ovos comeca 30 a 40 dias apds a infeccdo e 0s mesmos s@&o movidos
ativamente para o limen do intestino, sendo eliminados para o ambiente através das fezes do
hospedeiro definitivo infectado (Rollinson & Simpson, 1987). Muitos ovos ndo ultrapassam a
parede intestinal e sdo levados pela corrente sanguinea a 6rgdos e tecidos do hospedeiro
definitivo. Uma resposta imunoldgica é gerada contra antigenos liberados pelos ovos
presentes no tecido do hospedeiro definitivo, resultando na formacdo do granuloma (Katz et
al., 1986). Os ovos eliminados pelo hospedeiro definitivo através das fezes eclodirdo
liberando os miracidios se encontrarem condigdes apropriadas, como agua limpa com

temperatura e iluminacdo adequadas e baixa hipotonicidade. Uma vez que o ovo é rompido,
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Figura 2: Ciclo bioldgico representativo do Schistosoma mansoni. As cercérias, ao sairem
do caramujo, nadam em busca de um hospedeiro. Ao penetrarem pela pele do hospedeiro
definitivo perdem sua cauda, iniciando-se o0 processo de transformacdo em esquistossomulos.
Os esquistossébmulos migram através da pele até as veias, seguindo para os pulmdes de onde
sdo enviados pela corrente sanguinea a todos os orgdos do hospedeiro. Ao alcancarem o
sistema porta intra-hepatico podem completar seu desenvolvimento. Vermes adultos de S.
mansoni residem mais frequentemente nas veias mesentéricas superiores que drenam o
intestino grosso. As fémeas depositam seus ovos nas pequenas vénulas dos sistemas porta e
perivesical, de onde sdo ativamente movidos para o lumen do intestino sendo eliminados com
as fezes. Os ovos que ndo ultrapassarem a parede do intestino sdo levados pela corrente
sanguinea a alguns 6rgédos do hospedeiro, principalmente para o figado e baco. Uma resposta
imune é gerada contra estes ovos levando a formacéo de granulomas. Os ovos eliminados com
as fezes ao cairem em &gua fresca eclodem e liberam os miracidios que nadam e penetram no
hospedeiro intermediario, o caramujo do género Biomphalaria. Os estagios no caramujo
incluem duas geracGes de esporocistos e a producdo e liberacdo de cercarias.
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0s miracidios emergem e comecam a nadar ativamente. O encontro com o hospedeiro
intermediario deve ocorrer em um periodo de 24 horas, caso contrario o miracidio ir4 esgotar
suas reservas energeéticas. Por volta do oitavo dia ap6s a penetracdo do miracidio no caramujo,
este se apresenta como um tubo enovelado, imdvel, repleto de células germinativas em
multiplicacdo, se transformando em esporocisto primario. Por volta da segunda semana, o
esporocisto primario rompe-se para liberar esporocistos secundarios, em nimero de 20 a 40.
Os esporocistos secundarios apresentam também células germinativas em constante
multiplicacdo. Pouco a pouco, aglomerados celulares se diferenciam para formar cercarias. Os
esporocistos podem formar varias geracdes de cercarias. As cercarias deixam o hospedeiro
através da formacdo de vesiculas no epitélio do manto e da pseudobranquia do molusco
caindo em &gua limpa, e fechando o ciclo de vida do parasito (Rollinson & Simpson, 1987).

1.3 Patologia da esquistossomose mansonica

A esquistossomose mansbnica tem o quadro clinico dividido em fases, aguda e
cronica. A fase aguda é caracterizada por sintomas como dermatite cercariana e sindrome de
Katayama, caracterizada por febre, dor de cabeca, fadiga, tosse. As manifestacdes da
esquistossomose aguda ndo sao comuns em individuos que vivem em area endémica, sendo
mais frequentes em individuos que se infectam pela primeira vez (Burke et al., 2009; Gryseels
et al., 2006 e Caldas et al., 2008). A esquistossomose cronica esta associada ao
aprisionamento de um grande nimero de ovos nos tecidos do hospedeiro e a formacédo de
granulomas. O granuloma é uma consequéncia da reacao inflamato6ria aos ovos que ndo foram
excretados nas fezes e ficaram retidos no tecido do hospedeiro, levando a um quadro de
fibrose (Andrade, 2009). Os antigenos sollveis de ovo (SEA) induzem essa reagdo
granulomatosa por meio do desencadeamento de uma resposta imunoldgica de
hipersensibilidade mediada por células T CD4+ (Mathew & Boros, 1986). Posteriormente, 0s
linfocitos T CD4+ ativados secretam citocinas que promovem a formacdo e regulacdo do
granuloma (Weinstock & Blum, 1987). A esquistossomose cronica tem seu quadro clinico
dividido nas formas intestinal, hepatointestinal e hepatoesplénica (Andrade, 2004). Os
sintomas mais comuns da forma intestinal sdo dores abdominais crénicas ou intermitentes,
perda de apetite e diarréia. As formas hepaticas estdo associadas a uma infeccdo duradoura, de
alta intensidade, com fibrose severa e com consequente oclusdo de veias portas, hipertenséo-
portal, esplenomegalia, circulagdo venosa colateral e varizes gastro-intestinais (Gryssels et al.,
2006). Muitos dos individuos de areas endémicas em fase crénica sdo assintomaticos e a sua
resposta imunoldgica a antigenos de ovos € modulada (Gryseels et al., 2006 e Caldas et al.,

2008). Embora a maioria das pessoas com esquistossomose ndo apresentem as formas graves
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da doenca, elas sofrem de lesdes mais brandas, mas ndo menos significativas, com problemas
de crescimento, anemia, dor abdominal, intolerancia a exercicios, baixo desempenho escolar e
reduzida capacidade de trabalhar (King et al., 2006). As lesbes do sistema nervoso central e

de diferentes 6rgdos sdo devidas a localizacdo ectopica dos ovos (Andrade, 2004).
1.4  Imunologia da esquistossomose

Logo no inicio da fase aguda ha um aumento na proliferacao celular estimulada por
antigenos do parasito, que é modulada ao longo da fase aguda. Durante as primeiras 4-6
semanas da infeccdo em camundongos é gerada uma resposta moderada do tipo Th-1
desencadeada por esquistossomulos migrantes e vermes adultos imaturos. Essa resposta €
caracterizada pelo aumento nos niveis de citocinas pro-inflamatérias circulantes, incluindo
TNF-alpha, IL-1, IL-6 e IFN-gama. O alto nivel destas citocinas tem sido associado ao
desenvolvimento da sindrome de Katayama. Ao iniciar a postura dos ovos, a resposta imune
passa a ser do tipo Th-2 dominante, caracterizada por uma expressao aumentada de 1L-4, IL-
5, IL-10 e IL-13. A resposta Th-2 atinge 0 seu pico na oitava semana apos a infec¢éo e, entéo,
¢ modulada com a progressdo da infeccdo cronica (Burke et al., 2009). A manutencédo
prolongada da resposta Th-2 esta associada a fibrose hepética e morbidade cronica, sendo IL-
13 a principal citocina envolvida neste processo de fibrose (Pearce & MacDonald, 2002).

Enquanto uma resposta altamente polarizada para Th-1 leva a uma condicdo letal
aguda de hepatotoxidade, uma resposta polarizada para Th-2 leva a morbidade associada a
doenca cronica com aumento do granuloma e fibrose. A resposta Th-2 esta implicada com a
patologia durante a infeccdo helmintica. No entanto, ela também permite a sobrevivéncia do
hospedeiro protegendo-o contra uma resposta imunoldgica exacerbada. Uma importante
consequéncia da resposta Th-2 é a producdo de citocinas que previnem a producdo de
mediadores inflamatorios (Pearce & MacDonald, 2002). Camundongos sem células T CD4,
quando infectados, sdo incapazes de formar granuloma e morrem devido ao efeito toxico nos
hepatocitos provocado por proteinas do ovo (Dunne & Doenhoff, 1983). A manutencdo da
doenca parece envolver um equilibrio entre as respostas Th-1 e Th-2, e a citocina 1L-10
parece estar relacionada a prevencdo de uma resposta excessiva Th-1 ou Th-2, atuando como
uma citocina moduladora da infecgéo (Pearce & MacDonald, 2002).

A resposta imunologica contra a infeccdo por S. mansoni parece estar diretamente
correlacionada a intensidade da infecgdo, existindo uma clara associacdo entre 0s niveis de
IgE e a menor prevaléncia/intensidade da infec¢do, e uma associagdo oposta entre os niveis de

1gG4, possivelmente por competir com IgE (Pereira et al., 2010 e Hagan et al., 1991).
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1.5 Suscetibilidade versus resisténcia a infeccéo

A transmissao da esquistossomose e a subsequente infeccdo do hospedeiro definitivo
sdo influenciadas por uma serie de varidveis como fatores ambientais, particularmente a
distribuicdo da agua e presenca do hospedeiro intermediario, associados a fatores do
hospedeiro definitivo, como idade, sexo, genética, resposta fisioldgica e imunoldgica (Pereira
etal., 2010).

1.5.1 Mecanismos de evasdo do parasito ao sistema imunoldgico do hospedeiro

Os schistosomas desenvolveram mecanismos de escape ao ataque do sistema
imunolégico do hospedeiro, sendo capazes de parasita-lo por anos e, assim, estabelecer uma
infeccdo crbnica. Para isto o parasito utiliza varias estratégias de escape, como: barreiras
fisicas, mimetismo de antigenos do hospedeiro, captacdo de moléculas do hospedeiro para o
tegumento, modulacdo do sistema imunoldgico do hospedeiro ou bloqueio da acdo de
proteinas e enzimas (Dzik, 2006). Por exemplo, a membrana plasmética externa do tegumento
dos schistosomas é sobreposta por um membranocalice de composi¢cdo predominantemente
lipidica, que atua como uma primeira barreira fisica para o acesso de anticorpos e fixacdo do
complemento (Skelly & Wilson, 2006). Estudos de genoma, transcriptoma e proteoma de
Schistosoma spp. indicam a presenca de diversas proteinas antioxidantes, sendo o alto nivel
de expressdo destas proteinas no tegumento uma forma de defesa do parasito aos danos
oxidativos causados por fagécitos do hospedeiro (Wilson & Coulson, 2009). A penetracdo da
cercaria parece promover uma resposta inflamatoria regulada a favor do parasito, induzindo
dilatacdo das veias periféricas sem levar a uma resposta protetora (Mountford & Trottein,
2004). Algumas proteinas pertencentes a familia de homologos Wasp foram identificadas na
secrecdo liberada pela cercaria ao penetrar na pele. Em Necator sp., proteinas desta familia
demonstraram ter estrutura tridimensional similar a quimiocinas do hospedeiro, podendo
assim interferir na resposta imunoldgica do hospedeiro (Wilson & Coulson, 2009).

Alguns estudos indicam que os schistosomas ndo apenas adotam uma postura
defensiva, mas tém a capacidade de atacar diretamente o sistema imunolégico do hospedeiro
(Wilson & Coulson, 2009). Por exemplo, a proteina Sm16, secretada pelo parasito durante a
sua penetracdo na pele do hospedeiro, € capaz de inibir in vitro a sinalizagdo de receptores
Toll-like em leucocitos humanos (Brannstrom et al., 2009). Enquanto que a proteina SmKK?7,
identificada na secrecdo liberada pelas cercérias ao transformarem-se em esquistossomulos,
apresentou similaridade a uma proteina encontrada em veneno de escorpido, a qual bloqueia o

influxo de potassio para a célula. Uma vez que a ativacdo de células T é regulada por canais
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de potassio, sugere-se que 0s schistosomas possam modular a resposta imunologica também
através desta proteina (Curwen et al., 2006). Existem ainda algumas evidéncias de que o
mecanismo de defesa pelo sistema do complemento do hospedeiro é modificado para protecdo
do parasito (Wilson & Coulson, 2009). Por exemplo, a identificacdo da proteina DAF (Decay
Accelerating Fator) no tegumento dos parasitos, a qual bloqueia a formacdo de MAC
(Complexo de Ataque a Membrana) (Pearce et al., 1990). E ainda a presenca no genoma do
parasito de seis genes homologos ao gene que codifica a proteina CD59, um potente inibidor
de MAC, com expressao de quatro variantes da proteinas CD59 no tegumento (Wilson &
Coulson, 2009).

1.5.2 Resisténcia induzida do hospedeiro a infeccéo

Estudos de resisténcia induzida apds tratamento utilizam a diminuicdo ou auséncia do
nimero de ovos nas fezes como indicador de resisténcia. Individuos resistentes a reinfeccao
tém resposta celular linfoproliferativa maior para antigenos de verme adulto e
esquistossdmulo (de Jesus et al., 1993). As respostas imunoldgicas que foram associadas a
resisténcia induzida s&o todas do tipo Th-2, caracterizada pela secre¢do aumentada de 1L-4,
IL-5 e IgE, além de um alto nimero de eosindfilos (Correa-Oliveira et al., 2000a e Correa-
Oliveira et al., 2000b). Um estudo recente demonstrou que o blogueio de IL-10 combinado ao
tratamento quimioterapico por Praziquantel (PZQ) reduz o estabelecimento de nova infeccéo,
indicando que IL-10 possa impedir o desenvolvimento de resisténcia induzida (Wilson et al.,
2011). Alguns estudos sugerem que individuos adultos sao fisiologicamente e
imunologicamente mais resistentes a reinfec¢do apos tratamento quando comparados com
criancas (Pereira et al., 2010). Existem evidéncias de que a resisténcia induzida esta associada
a repetidos ciclos de exposicOes e tratamento por PZQ, combinado a mudancas imunolégicas
do hospedeiro (Black et al., 2010). A influéncia de IgE na resisténcia apds quimioterapia tem
sido relatada tanto para S. haematobium quanto para S. mansoni (Correa-Oliveira et al.,
2000a), sendo observado um alto nivel de IgE em individuos adultos que vivem em éarea
endémica provavelmente associado a continuas exposi¢des aos antigenos do parasito, gerando
resisténcia a reinfec¢do em individuos de maior idade (Pereira et al., 2010).

Estudos imuno-epidemiol6gicos com ASP-2 (Ancylostoma Secreted Protein-2), uma
proteina selecionada para testes vacinais contra a ancilostomose, associaram a reducdo do
risco de adquirir um alto nivel de infec¢do a altos niveis de IgE (Loukas et al., 2006). No
entanto, testes clinicos com esta proteina em seres humanos geraram alguns efeitos adversos,
como eritema, inchago, calor, coceira e dor (Bethony et al., 2008). Portanto, a resisténcia

induzida por IgE pode ndo ser a resposta desejada quando utilizada para protecdo vacinal.
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1.5.3 Resisténcia natural do hospedeiro a infeccéo

O grupo de Correa-Oliveira foi o primeiro a descrever a presenga de individuos
chamados “normais endémicos”, 0s quais tendem a ser naturalmente resistentes a infeccdo por
S. mansoni. Estes individuos apresentam uma forte resposta imunoldgica contra antigenos do
parasito e auséncia de infeccdo, determinada pela auséncia de ovos do parasito nas fezes ao
longo de 5 anos, apesar de estarem continuamente em contato com &gua contaminada por
cercérias em area endémica. Além disso, estes individuos também ndo possuem uma histéria
prévia de tratamento contra esquistossomose (Viana et al., 1995 e Bethony et al., 2011). E
sugerido que a sensibilizacdo imunoldgica dos individuos naturalmente resistentes possa ser
consequéncia da interacdo materno-fetal, infeccdo unissexual, aborto da infecgéo antes da
maturacdo dos vermes, baixa infec¢do, ndo fecundidade ou autocura. Imunologicamente, 0s
individuos normais endémicos apresentam uma alta resposta proliferativa a antigenos sollveis
de verme adulto (SWAP) e ovo (SEA), produzem altos niveis de INF-gama e IgE e baixos
niveis de 1gG4, distinguindo parcialmente dos individuos resistentes apds tratamento e
infectados. Em individuos “normais endémicos” ndo é observada uma clara associa¢do com o
perfil de citocinas Th-2, diferentemente daqueles individuos resistentes a reinfec¢do (Correa-
Oliveira et al., 2000a).

1.5.4 Autocura da esquistossomose pelo hospedeiro

A autocura da esquistossomose foi relatada em macacos Rhesus, ocorrendo uma
diminuicdo espontanea no numero de ovos excretados nas fezes rapidamente apos a infecgédo
ter sido estabelecida. Os vermes adultos perfundidos destes animais apresentaram mudancas
degenerativas, envolvendo a suspensdo na captacdo de nutrientes, inanicdo e falha dos 6rgaos.
Uma diminui¢do na captacdo de nutrientes dos vermes foi também observada em cultura
guando suplementada com soro de Rhesus que desenvolveram a cura mais rapidamente.
Nestes animais foi observado que o titulo de IgM reativo a SWAP declina gradativamente até
0 momento da deterioracdo dos vermes, enquanto a producéo intensa de IgG no inicio da
infeccdo e sua manutencdo foi correlacionada a um menor numero de vermes perfundidos. O
baixo nivel de IgE total observado nestes animais contrasta com o alto nivel comumente
encontrado nas infec¢Ges por helmintos. No entanto, acredita-se ser um reflexo da diminuigéo
de estimulos imunologicos gerados pela diminui¢cdo no numero de ovos (Wilson et al., 2008).
A autocura relatada em Rattus norvegicus difere da observada em macacos Rhesus, onde foi
descrito um aumento no titulo de IgE e recrutamento de mastocitos no tecido hepatico
periportal destes ratos. E sugerido, entdo, que a presenca de histamina e serotonina gerada por
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estas células possam estimular os receptores destas substancias presentes nos vermes, levando

a sua exaustdo e morte (Wilson & Coulson, 2009).
1.6 Controle da esquistossomose

O controle da doenca é realizado através de métodos quimicos e/ou bioldgicos de
eliminacdo do hospedeiro intermediario, de implementacdo do saneamento basico, de
educacdo da populacdo, evitando o contato das pessoas com &guas contaminadas e,
principalmente, através da quimioterapia com PZQ (OMS, 2007).

O desenvolvimento da droga anti-helmintica PZQ (Davis & Wegner, 1979) fez da
quimioterapia a principal forma de controle da esquistossomose (Cioli & Pica-Mattoccia,
2003 e Abdul-Ghani et al., 2009). As tentativas de controle da esquistossomose no Brasil
através da quimioterapia em massa trouxeram como resultado mais evidente a reducdo da
forma grave da doenga. No entanto, uma alta taxa de reinfeccdo permanece nas &reas
endémicas, mesmo ap6s o tratamento em massa, somada a notificacdo de novos casos de
infeccdo. Por estas razfes, 0 sucesso da estratégia baseada apenas na quimioterapia é limitado
(King, 2009 e King et al., 2006).

A eficacia do PZQ estd relacionada ao tempo de infeccdo e a parametros
correspondentes a infec¢des bissexuais e unissexuais. Em camundongos, foi determinado que
a dose efetiva da droga € trinta vezes mais eficaz contra vermes adultos de 28 dias do que
contra vermes jovens de 7 dias, indicando uma relativa ineficiéncia do PZQ contra infeccdes
recentes, um fator que pode ocasionar um baixo indice de cura em areas hiperendémicas.
Fémeas de 7 semanas provenientes de infec¢do unissexual demonstraram ser menos sensiveis
ao tratamento por PZQ que machos de 7 semanas provenientes de infeccdo unissexual que,
por sua vez, demonstraram ser menos sensiveis em comparacdo a vermes provenientes de
infeccdo bissexual, tanto in vivo quanto in vitro (Pica-Mattoccia & Cioli, 2004). Além disto,
relatos de aumento da resisténcia a drogas em helmintos indicam a necessidade de precaucéo
quanto ao uso do PZQ (Doenhoff et al., 2008 e Rogers & Bueding, 1971).

1.7  Diagnostico da esquistossomose

O teste padrdo ouro para a esquistossomose mansonica continua sendo a deteccdo
direta de ovos viaveis nas fezes ou em amostras histoldgicas (Gray et al., 2011). Os ovos de S.
mansoni sdo facilmente identificados ao microscopio devido a caracteristicas peculiares,
como tamanho e forma com uma espicula lateral. A realizacdo do teste de ovos nas fezes deve
ocorrer em um periodo de dois meses apds 0 contato com a dgua suspeita de contaminacéo.

Este periodo corresponde ao tempo em que 0s vermes iniciam a ovoposicdo (Gray et al., 2011
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e Gryssels et al., 2006). O teste recomendado pela OMS para o diagnéstico da
esquistossomose intestinal de alta intensidade é o Kato-Katz, sendo este o teste utilizado em
estudos de campo. O Kato-Katz é um teste diagnéstico parasitoldgico direto que consiste na
sedimentacdo espontanea de fezes. Embora a especificidade do teste de Kato-Katz seja de
100%, a sensibilidade varia quanto a prevaléncia e intensidade da infeccdo e quanto ao
namero de amostras coletadas e laminas preparadas (Katz et al., 1972 e Gray et al., 2011). As
técnicas de diagndstico parasitologico direto sdo laboriosas, consomem um grande tempo e
tém se tornado relativamente insensiveis devido a difusdo da quimioterapia com PZQ, que
resultou na diminuicdo da carga parasitaria no hospedeiro (Hamilton et al., 1998).

Testes imunodiagndsticos para a esquistossomose ja estdo disponiveis, porém, sdo
menos sensiveis e especificos que o exame parasitoldgico direto realizado pela andlise de
diversas laminas fecais (Gray et al., 2011). Os testes imunodiagnosticos baseiam-se
preferencialmente na deteccdo por ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay),
hemaglutinacdo indireta ou imunofluorescéncia, através da deteccdo de 1gG, IgM ou IgE
contra antigenos sollveis de verme adulto ou ovo (Gryssels et al., 2006 e Gray et al., 2011).
A deteccdo dos antigenos circulantes, CCA ou CAA, de verme adulto ou ovo também tem
sido utilizada para o diagnostico da esquistossomose, no entanto, ndo apresenta sensibilidade
e especificidade para um diagnoéstico definitivo (Midzi et al., 2009; Shane et al., 2011 e Gray
et al.,, 2011). Testes baseados em PCR (Polymerase Chain Reaction) vém sendo
desenvolvidos com alta sensibilidade e especificidade (Oliveira et al., 2010 e Gomes et al.,
2010).

A busca por novos biomarcadores de diagnostico é uma area que merece atengdo, uma
vez que a deficiéncia de testes de diagndstico efetivos tem sido relacionada como um dos
fatores que contribuem para a transmissdo da doenca. O diagnostico eficaz para a
esquistossomose torna-se essencial também em estudos epidemioldgicos e para uma avaliacdo
adequada dos programas de controle (Hamilton et al., 1998), ressaltando que 0 mesmo deve
ser adequado de acordo com o estagio de controle da doenca (Bergquist et al., 2009). Desta
forma, ainda é necessario o desenvolvimento de um novo teste diagnostico simples, rapido, de
custo reduzido, sensivel, especifico, capaz de diagnosticar baixas infeccGes e diferenciar

infeccdes prévias (Gray et al., 2011).
1.8 Vacina para esquistossomose

O desenvolvimento de uma vacina contra esquistossomose é extremamente importante
para o controle efetivo da transmissdo do parasito, uma vez que a imunizacao resulta em

protecdo a longo prazo, enquanto a quimioterapia resulta em uma reducdo a curto prazo da
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carga parasitaria (Bergquist et al., 2002). Apesar do grande esforco realizado pela
comunidade cientifica, ainda ndo hd uma vacina eficaz disponivel contra a esquistossomose.
A falta de compreensdo dos mecanismos imunoldgicos de protecdo e a dificuldade na
identificacdo de antigenos que estimulem uma resposta imunologica efetiva sdo barreiras para
0 desenvolvimento da vacina contra a esquistossomose (Wilson et al., 2004). Muitos
potenciais antigenos vacinais tém sido propostos, no entanto, demostraram resultados
desapontadores, mesmo com diferentes esquemas de imunizagdo e modelos experimentais
(DeMarco & Verjovski-Almeida, 2009 e McManus & Loukas, 2008). O alto nivel de protecéo
obtido pela vacinagdo com cercérias irradiadas (Wilson & Coulson, 1999), a existéncia de
individuos ndo infectados em areas endémicas (Correa-Oliveira et al., 1989 e Gazzinelli et al.,
1992), o fato de individuos jovens serem mais propicios a reinfec¢do que individuos adultos
(Wilson & Coulson, 2009), a autocura relatada em macacos Rhesus (Wilson et al., 2008) e o
uso de vacinas recombinantes veterinarias para helmintos como Taenia ovis e Echinochoccus
granulosus (Dalton & Mulcahy, 2001; Johnson et al., 1989 e Hotez et al., 2010) sugerem que
é possivel o desenvolvimento de uma vacina contra esquistossomose.

A vacinacdo de camundongos com cercarias de S. mansoni atenuadas por raios-X ou
radiacdo gama (RA) foi 0 modelo de vacinacdo capaz de induzir em laboratério os niveis mais
altos de protecdo, variando entre 50-80% (Dean et al., 1983). A vacina¢do com cercaria RA
ndo foi testada em seres humanos. No entanto, em chimpanzés foi obtido um nivel de 40% de
protecdo apos 3 exposicdes a 27 mil cercarias RA (Eberl et al., 2001). Ja em babuinos,
obteve-se 80% de protecdo com 5 exposicdes a 9 mil cercarias RA (Kariuki et al., 2006).
Quando aumentado o intervalo entre vacinagdo e desafio ocorreu uma diminuicdo no nivel de
protecdo, indicando uma necessidade de reimunizacdo para a manutencdo de altos niveis de
anticorpos. Estudos extensivos da vacina com cercaria RA demonstraram que a protecao nao
depende apenas de um unico mecanismo imunoldgico, mas é multifatorial. Além disso, os
niveis de protecdo alcancados também estdo associados a fatores genéticos do hospedeiro e ao
protocolo de vacinacdo aplicado (Hoffmann et al., 1999; Jankovic et al., 1999 e Mountford,
2005). A vacinacdo por RA é mais efetiva em animais previamente infectados. Este é um
dado importante visto que a populacdo-alvo deve ser de &reas endémicas para a
esquistossomose (Mountford, 2005). O mecanismo que faz da vacina com cercaria RA um
sucesso ainda ndo é totalmente compreendido, mas parece estar associado ao retardo na
migracdo e desenvolvimento do esquistossdmulo RA, permitindo que o sistema imune
reconheca moléculas importantes do parasito para montar uma resposta imune protetora
(Jones et al., 2008).
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Apesar dos altos niveis de protecdo induzidos pela vacinagdo com cercaria RA, 0 uso
deste modelo de vacinagdo em seres humanos ndo é seguro e nem ético (Kariuki et al., 2006),
tornando-se apenas uma prova de conceito. Sendo assim, a busca por vacinas constituidas por
antigenos do parasito ainda continua. Grande parte dos estudos que visam o desenvolvimento
de uma vacina contra esquistossomose tém se concentrado em vacinas de subunidades,
compostas por antigenos nativos purificados e por antigenos recombinantes, e em vacinas de
DNA.

Seis antigenos foram selecionados pela OMS, em meados dos anos 90, para serem
testados em laboratérios independentes como potenciais antigenos imunoprotetores, sendo
estes: IrV-5 (Soisson et al., 1992), Sm97/ Paramiosina (Pearce et al., 1988), MAP-4/ TPI
(Reynolds et al., 1994), 28-GST (Capron et al., 1994 e 2005), Sm14/ FABP (Tendler et al.,
1996) e MAP-3/ Sm23 (Reynolds et al., 1992). No entanto, nenhum destes antigenos foi
capaz de induzir mais do que uma reducdo parcial na carga parasitaria em camundongos apos
o desafio, em relacdo ao grupo controle ndo imunizado. Nenhum antigeno induziu 0 mesmo
nivel de protecdo obtido utilizando cercaria RA. Apenas o antigeno GST recombinante de S.
haematobium (rSh28GST), que estd associado a inibicdo da fecundidade do parasito,
progrediu até a triagem clinica nas fases I e Il. Nestes ensaios clinicos ndo foram observados
efeitos adversos. Altos niveis de anticorpos que neutralizam a atividade de GST foram
encontrados nos testes de fase | e Il, associados principalmente a resposta por IgA e IgG3.
Informacdes sobre a eficiéncia, a duracdo da protecdo e seu progresso para licenciamento nao
estdo disponiveis na literatura (Capron et al., 2002; Capron et al., 2005; Wilson & Coulson,
2006 e Hotez et al., 2010). A proteina recombinante GST de S. mansoni (rSm28GST) foi
também capaz de induzir elevado nivel de protecdo em diferentes animais de laboratério
(Ballouol et al., 1987), assim como a GST de S. japonicum (Sj28GST), quando utilizada
como vacina de DNA (Shi et al., 2001). O antigeno Sm14, uma proteina ligante de acido
graxo, alcangou até 67,9% de protecdo em camundongo. No entanto, a estabilidade da
proteina recombinante foi questionada. Sendo assim varios outros estudos foram conduzidos
obtendo niveis de protecdo inferiores ao inicialmente observado (Oliveira et al., 2008).
Estudos de estabilizacdo da proteina Sm14 foram realizados pelo grupo (Ramos et al., 2009).

Outros antigenos de Schistosoma spp. vém demonstrando um significativo potencial
para a progressdo até a fase de ensaios clinicos. Sm-p80, uma proteina candidata a vacina de
DNA, mostrou nivel de prote¢do obtidos em babuinos compativel ao obtido pela cercéria
irradiada. Sm-p80 corresponde a uma subunidade da proteina Calpaina, a qual parece estar
relacionada a biogénese da membrana dos schistosomas (Zhang et al., 2010). O antigeno

Sm29, uma proteina localizada no tegumento do parasito, conferiu 51% de protecéo (Oliveira
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et al., 2008 e Cardoso et al., 2006). A proteina Sm29 foi preferencialmente reconhecida por
anticorpos da classe 1gG1 e 1gG3 quando utilizado soro de individuos naturalmente resistentes
de éarea endémica, sugerindo que anticorpos IgGl e IgG3 estariam envolvidos nos
mecanismos de protecdo imune e morte do parasito (Cardoso et al., 2006). A vacinacdo de
camundongos com a proteina recombinante SmTSP-2 (Tetraspanina 2), correspondente ao
segundo dominio extracelular da proteina Tetraspanina de S. mansoni, obteve uma reducéo do
nimero de vermes adultos de 57% ap0s desafio. A proteina SmTSP-2 foi fortemente
reconhecida por anticorpos da classe 19gG3 e 1gG4 quando soro de individuos naturalmente
resistentes de area endémica foi utilizado e ndo foi reconhecida pelo soro de individuos
infectados ou ndo expostos a infeccdo (Tran et al., 2006). Embora nédo se saiba a fungéo das
Tetraspaninas, elas tém sido localizadas através de estudos protedmicos no tegumento do
parasito (McManus & Loukas, 2008). O antigeno CT-SOD induziu 60% de protecdo em
camundongo. CT-SOD corresponde a uma Superoxido Dismutase Citosolica, que pode atuar
como uma importante defesa antioxidante (Shalaby et al., 2003). Além destes antigenos,
varios outros também foram testados e apresentaram resultados menos promissores até entéo,
como a proteina rSm22.6 que em modelo murino conferiu protecdo de 36,6% (Pacifico et al.,
2006) ou a proteina de tegumento rSmStoLP-2 (proteina Stomatin Like-2) que conferiu 32%
de protecdo em camundongos (Farias et al., 2010).

Varios estudos de protecdo realizados em helmintos demonstram que um mesmo
antigeno candidato a vacina pode ter varia¢do nos niveis de protecdo alcangcados e na resposta
imunoldgica dependendo da forma em que é apresentado (proteina recombinante ou DNA),
do tipo de vetor utilizado, da forma de administracdo (intravenosa, intradérmica, gene gun),
da presenca de adjuvante/estimulante, do protocolo de imunizacgdo (dose Unica, prime-boost e
diferentes intervalos entre imunizacdo) e do hospedeiro no qual a vacina foi testada. Sj28GST
e Sm23 induziram 0s mesmos niveis de protecdo quando utilizados em vacina recombinante
ou de DNA. Sj97 demonstrou melhor desempenho quando utilizado como vacina
recombinante (27-86%) comparada a vacina de DNA (35-40%). Em contraste, SjTPI
apresentou melhor resultado quando utilizada como vacina de DNA (30-33%) do que quando
utilizada como vacina recombinante (21-24%) (McManus & Loukas, 2008). Imunizagdo com
0 antigeno Sm22.6 induziu protecdo parcial como proteina recombinante e falhou como
vacina de DNA (Pacifico et al., 2006). O nivel de protegdo de Sj28GST variou entre
diferentes hospedeiros vertebrados, obtendo protecdo indicada por morte de vermes de 30-
65% em ovelhas, nenhuma protecdo em bdfalos de cativeiro, 39% em bdfalos de campo, 44%
em bovinos; e uma protecdo indicada pela diminui¢cdo no nimero de ovos de 43-72% em

ovelhas, 30-60% em bdfalo de cativeiro, 19% em bufalo de campo e 19% em bovinos (Shi et
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al., 2001). Pelo fato do parasito induzir uma resposta imunoldgica distinta nos diversos
hospedeiros definitivos, o uso de animais experimentais torna-se um obstaculo na
identificacdo de antigenos imunoprotetores humanos, ndo sendo a melhor forma de investigéa-
los. O uso de soro animal na identificacdo e caracterizacdo de antigenos pode ter dificultado
os esforcos na busca pela vacina, uma vez que ndo existe uma transferéncia direta dos
resultados obtidos para os seres humanos (Driguez et al., 2010). Este fato reforca a
importancia dos estudos com soros humanos na busca pela vacina contra esquistossomose.

Nem toda resposta imunoldgica € protetora, apenas respostas de efetores direcionados
a antigenos especificos geram protecdo contra infeccdo. Os principais obstaculos para o
desenvolvimento de uma vacina para a esquistossomose consistem na falta de compreenséo
sobre o tipo de resposta imune que deve ser induzida e na dificuldade de identificar antigenos
gue desencadeiem mecanismos de protecdo (Wilson et al.,, 2004). Os mecanismos
imunoldgicos que limitam ou previnem o estabelecimento da infeccdo, desenvolvidos por
individuos com resisténcia natural ou induzida, podem constituir a base para o entendimento
de uma vacina bem sucedida contra a esquistossomose humana (Bergquist et al., 2002;
Oliveira et al., 2008 e Driguez et al., 2010).

1.9 Proteoma

A vacinologia tem sido uma ciéncia empirica, tendo como consequéncia o
desenvolvimento de poucas vacinas realmente efetivas ao longo de quase dois séculos
(Doytchinova et al., 2003). Recentes avancos em diversas areas como imunologia, biologia
molecular, genbmica, protedmica, fisico-quimica e em ciéncias da computacdo prometem um
brilhante futuro para a prevencdo, revelando antigenos potenciais para o desenvolvimento de
vacinas, ndo apenas para doencas infecciosas agudas, mas também para infeccBes cronicas,
alergias, doengas autoimunes e cancer (Andre, 2003). A era “omics” permitiu o surgimento da
vacinologia reversa, técnica que consiste na predicao in silico de epitopos presentes em todo o
proteoma do patdgeno. Desta maneira, torna-se possivel a identificacdo de antigenos com
potencial de interacdo com o sistema imunologico do hospedeiro sem a necessidade de
realizar analises in vitro e in vivo (Sette & Rappuoli, 2010).

Atualmente, uma abordagem amplamente utilizada para a identificacdo de novos
biomarcadores como alvos de drogas, marcadores de diagnostico e prognostico e candidatos
para vacina contra doencas infecciosas, bem como para a compreensdo de mecanismos que
induzem resisténcia a drogas, diversidade antigénica, infectividade e patologia, consiste na
utilizacdo de ferramentas protebmicas. Estas ajudam a compreender e decifrar as informacdes

codificadas nos genomas dos parasitos (Seliger & Kellner, 2002).
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O sequenciamento do genoma de diferentes organismos forneceu um grande namero
de dados e o atual desafio é desvendar o seu significado. Em contraste com a natureza estatica
do genoma, que possui a mesma sequéncia de DNA em todas as células de um mesmo
organismo, 0 proteoma possui uma natureza dindmica, sendo constantemente alterado em
resposta a diferentes estimulos. Um unico genoma pode dar origem a diversos proteomas,
podendo variar de acordo com o estdgio de desenvolvimento, diferenciacdo e com 0s
diferentes estimulos internos e externos aos quais as células estdo expostas (Yarmush &
Jayaraman, 2002 e Lane, 2005).

De acordo com o tipo de anélise realizada, as abordagens protedmicas podem ser
classificadas em: proteoma para estudos de expressdo proteica, que analisa as diferencas no
perfil de proteinas expressas entre amostras que se diferem por alguma varidvel; proteoma
estrutural, que mapeia o complexo de proteinas presentes nas diferentes organelas celulares e
caracteriza as interacfes proteina-proteina; e proteoma funcional, que se baseia em alguma
propriedade especifica de um grupo de proteinas, como sua afinidade por algum ligante ou
presenca de um motivo protéico especifico (Ex. kinomas) (Graves & Haystead, 2002).

Diferentes estratégias protebmicas sdo utilizadas na busca de novos biomarcadores,
tais como: perfil proteico, que analisa apenas o espectro de massas MS sem identificar as
proteinas; shotgun, que baseia na analise de uma mistura complexa de peptideos por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS/MS); e eletroforese
bidimensional (2-DE), que permite a separa¢do de uma mistura complexa de proteinas de
acordo com o seu ponto isoelétrico e massa molecular em um mesmo gel, podendo ser
acompanhada de excisdo dos spots proteicos para subsequente identificacdo por
espectrometria de massas (Ducan & Hunsucker, 2005).

1.9.1 Proteoma de schistosomas

Os estudos pds-gendmicos tornaram-se mais avancados ndo apenas com o advento de
novas tecnologias em protedbmica, mas também com o sequenciamento do genoma completo
do S. mansoni (Berriman et al., 2009), do S. japonicum (Schistosoma japonicum Genome
Sequencing and Functional Analysis Consortium, 2009) e, mais recentemente, do S.
haematobium (Young et al., 2012). O sequenciamento por RNA-seq do transcriptoma do S.
mansoni em quatro fases distintas do ciclo de vida possibilitou uma melhora recente e
significativa na anotacdo do genoma do parasito (Protassio et al., 2012). Na primeira versdo
do genoma de S. mansoni, 0 genoma nuclear apresentou um tamanho total de 363 Mb, onde
foi possivel mapear 43% do genoma montado em um dos sete pares de cromossomos

autossdmicos ou nos cromossomos sexuais de S. mansoni através da técnica de FISH
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(Fluorescence In Situ Hybridization) (Berriman et al., 2009). Na nova versdo, 0 genoma
nuclear apresentou um tamanho total de 381 Mb, onde foi possivel mapear 81% das
sequéncias em seus cromossomos. Além disso, 0 nimero de genes preditos passou de 13.184
para 10.852 (Protassio et al., 2012). Uma vez que um grande nimero de proteinas do S.
mansoni ndo possui similaridade com nenhuma proteina ortdloga nos bancos de dados
existentes, a geracdo de bancos de dados de proteinas preditas a partir do genoma do parasito
permitiu um progresso na identificacdo de proteinas a partir de dados gerados por
espectrometria de massas (DeMarco & Verjovski-Almeida, 2009).

Diferentes estudos protebmicos vém sendo realizados com as diferentes espécies de
schistosomas, concentrando principalmente na descricdo de proteinas diferencialmente
expressas entre as formas de desenvolvimento do parasito (Curwen et al., 2004 e Liu et al.,
2006), entre vermes machos e fémeas (Cheng et al., 2005), entre cercaria RA e normal (Yang
et al., 2009) e entre ovos imaturos e maduros (Mathieson & Wilson, 2010). Outros estudos
tém se concentrado nas proteinas expostas na interfase hospedeiro-parasito, principalmente
pela identificacdo de proteinas do tegumento (Braschi & Wilson, 2006; Braschi et al., 2006;
Perez-Sanchez et al., 2008; Perez-Sanchez et al., 2006; van Balkom et al., 2005; Castro-
Borges et al., 2011a e Castro-Borges et al., 2011b), proteinas secretadas/excretadas pelo
parasito (Cass et al., 2007; Curwen et al., 2006; Guillou et al., 2007; Hansell et al., 2008;
Knudsen et al., 2005; Liu et al., 2009; Perez-Sanchez et al., 2006 e Wu et al., 2009) e do
proteassoma 20S de S. mansoni (Castro-Borges et al., 2006) (Tabela 1).

Os estudos protebmicos comparativos entre as formas de desenvolvimento podem
indicar fungdes essenciais no desenvolvimento do parasito e a existéncia de mecanismos
adaptativos que, se interrompidos, impediriam o desenvolvimento da doenga, sendo entéo
potenciais alvos vacinais. Ja os estudos de proteinas que sdo expostas na superficie do
parasito, provavel sitio de interacdo com o hospedeiro, indicam alvos que poderiam ser mais
acessiveis a drogas e a anticorpos (Verjovski-Almeida & DeMarco, 2008).

A comparacdo das proteinas soluveis de quatro formas de desenvolvimento do S.
mansoni (cercarias, esquistossomulos, vermes adultos e ovos) demonstrou que 70% das
proteinas detectadas neste experimento estdo presentes nas quatro formas analisadas, o que
sugere que essas proteinas participam de vias elementares e essenciais no parasito (Curwen et
al., 2004). Um perfil de 2-DE similar foi obtido também para vermes machos e fémeas, com
poucas proteinas expressas exclusivamente em cada sexo (Cheng et al., 2005).

Utilizando diferentes técnicas aplicadas em estudos protedmicos como, 2-DE e LC-
MS/MS, foram analisadas proteinas secretadas de ovo, cercarias e vermes adultos. Em ovos,

foram identificadas por MudPit (Multidimensional Protein Identification Technology) 188
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Tabela 1: Estudos protedbmicos desenvolvidos com schistosomas.

Fase de

Referéncia

Proteoma em estudo Metodologia desenvolvimento® Espécie bibliografica
Proteinas  solGveis  expressas nos 2-DE comparativo c,eao0 S. mansoni Curwen et al. (2004)
diferentes estagios de desenvolvimento
Proteinas  soliveis e hidrofébicas 2-DE comparativo am, af, e, 0 S. japonicum Cheng et al. (2005)
diferentemente expressas entre macho e
fémea
Proteinas expressas no tegumento de LC-MS/MS a S. mansoni van Balkom et al.
verme adulto (2005)
Proteinas  expressas nos diferentes  Anélise de proteoma c,e,a,0,m S. japonicum Liu et al. (2006)
estagios de desenvolvimento predito
Proteinas presentes em diferentes fracdes 2-DE a S. mansoni Braschi et al. (2006)
do tegumento do verme adulto
Proteinas expostas na superficie do verme  2-DE a S. mansoni Braschi & Wilson
adulto reveladas por biotinilagéo LC/MS (2006)
Biotinilacdo/captura/
GeLC/MS
Proteassomo 20S 2-DE a S. mansoni Castro-Borges et al.
(2006)
Proteinas secretadas pelo ovo MudPit 0 S. mansoni Cass et al. (2007)
Proteinas  secretadas/excretadas pelo 2-DE com spots m S. mansoni Guillou et al. (2007)
miracidio analisados por LC-
MS/MS
Proteinas do hospedeiro presentes no  InGel-LC-MS/MS e ¢, e,a,0,m S. japonicum Liu et al. (2007)
tecido do parasito RP-LC-MS/MS
Proteina do tegumento de verme adulto LC-MS/MS af, am S. bovis Perez-Sanchez et al.
macho e fémea (2008)
Proteases secretadas pela cercéria InGel-LC-MS/MS c S. japonicum Dvorak et al. (2008)
Proteinas secretadas pela cercaria LC-MS/MS c S. mansoni Hansell et al. (2008);
Knudsen et al.
(2005); Curwen, et
al. (2006)
Proteinas  diferencialmente  expressas  Cromatografia c S. japonicum Yang et al. (2009)
entre cercéria atenuada e normal liquida
bidimensional e blot
Proteinas secretadas/excretadas de verme LC-MS/MS a S. japonicum Liu et al. (2009)
adulto
Proteinas expressas durante a LC-MS/MS m, p S. mansoni Wau et al. (2009)
transformacdo ~ de  miracidio  em
esporocisto
Proteinas totais e secretadas de ovos 2-DE comparativo m, 0 S. mansoni Mathieson et al.
maduros e imaturos (2010)
Proteinas do tegumento de verme adulto  2-DE a S. mansoni Castro-Borges et al.
extraidas por shaving enziméatico LC/MS (2011a)
Quantificagdo de algumas proteinas do  QconCAT a Castro-Borges et al.
tegumento usando a técnica de QconCAT  Maldi-ToF MS (2011b)
Proteinas comumente expressas entre S.  2-DE comparativo a S. mansoni e  Boukli et al. (2011)
mansoni e F. hepatica F. hepatica
Proteinas candidatas a vacina 2D-WB e dot-blot a,0 S. japonicum Abdel-Hafeez et al.
(2009)
Proteinas secretadas/excretadas e do 2-DEe a S. bovis Perez-Sanchez et al.
tegumento, e proteoma soroldgico 2D-WB com soro de (2006)
cabra infectada
Proteoma sorolégico Imunoprecipitagdo a S. mansoni Mark et al. (1991)
com soro de rato
seguido de 2-DE
Proteoma sorolégico 2D-WB com soro de  a S. mansoni Losada et al. (2011)
coelho infectado
Proteoma sorolégico 2D-WB com soro de a S. japonicum Zhong et al. (2010)
coelho infectado
Proteoma sorolégico comparativo entre 2D-WB comsorode a S. Higon et al. (2011)
helmintos hamster  infectado haematobium,
por S. haematobium, S. bovis e E.
ou E. caproni caproni
Proteoma- sorolégico 2D-WB com soro a S Mutapi et al. (2005),

humano infectado

haematobium

(2008) e (2011)

*C: cercaria; e: esquistossomulo; a: verme adulto; am: verme adulto macho; af: verme adulto fémea; o: ovo; m,

miracidio; p: esporocisto.
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proteinas relacionadas ao desenvolvimento e sinalizagdo, vias metabolicas, modulacdo da
resposta imunoldgica, manutencdo do equilibrio de oxi-reducdo, conformacdo proteica e
outras ainda ndo caracterizadas em Schistosoma spp. (Cass et al., 2007). Os produtos de
secrecdo de cercarias de S. mansoni contém proteases e algumas proteinas imuno-reguladoras,
as quais correlacionam-se, respectivamente, com a funcéo de penetracdo do parasito na pele e
a subsequente sobrevivéncia no hospedeiro (Curwen et al., 2006 e Knudsen et al., 2005).

Van Balkon e colaboradores (2005) utilizando a técnica protebmica por shotgun
identificaram 429 proteinas de verme adulto de S. mansoni, das quais apenas 43 proteinas
foram especificas do tegumento. Poucas proteinas de membrana foram identificadas neste
experimento. Um maior nimero de proteinas de membrana foram identificadas no tegumento
quando foi utilizado um gradiente de centrifugacdo e extracdo diferencial com agentes
caotrépicos (Braschi et al., 2006). Proteinas da superficie do verme foram identificadas apds
marcacdo destas por biotinilacdo e recuperacdo por afinidade a estreptavidina (Braschi &
Wilson, 2006) e através da digestdo direta dos vermes com tripsina ou PiPLC (Fosfatidil-
inositol Fosfolipase C), uma enzima que cliva ancoras de GPI (GlicosilFosfatidillnositol),
liberando as proteinas assim ancoradas na superficie do parasito (Castro-Borges et al., 2011a).
A deteccdo de proteinas do hospedeiro no tegumento e no fluido dos ovos de S. mansoni,
quando utilizado banco de dados de mamiferos para a interpretacdo dos dados de MS, indica
que o parasito provavelmente tem algum mecanismo para capturar ativamente proteinas do
seu hospedeiro. Foi proposto que a presenca dessas proteinas nos tecidos dos schistosomas
reflete um mecanismo de escape do parasito contra o ataque do sistema imune do hospedeiro
(Braschi & Wilson, 2006 e Liu et al., 2007). A quantificacdo absoluta e relativa de algumas
proteinas, previamente identificadas no tegumento, foi realizada em duas preparagdes
distintas de extrato proteico de tegumento. Para isto foram comparados os pares de picos
cromatograficos gerados pelo Maldi-ToF MS de peptideos leves e pesados provenientes da
amostra biologica e da construcdo SmQconCAT, respectivamente (Castro-Borges et al.,
2011b).

1.10 Imunoproteoma

A combinacdo de analises protedmicas convencionais e analises soroldgicas tem sido
aplicada como uma nova abordagem experimental na descoberta de marcadores soroldgicos
de diferentes doengas. Esta metodologia tem sido utilizada com sucesso na identificagdo de
autoantigenos especificos de tumor, na deteccdo de fatores de viruléncia, antigenos candidatos
a vacinas para doencas infecciosas, bem como na identificacdo de marcadores de prognostico

e diagnostico (Seliger & Kellner, 2002). Anélises de proteoma soroldgico sdo realizadas
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através de experimentos de Western-blotting bidimensionais (2D-WB), que consiste
basicamente em trés etapas: separacdo do extrato proteico por eletroforese bidimensional (2-
DE), deteccdo dos spots imunogénicos ao soro por Western-blotting e identificacdo das
proteinas imunogeénicas por espectrometria de massas.

O proteoma soroldgico obtido do extrato de proteinas citoplasmaticas de protoplastos
separado por gel bidimensional e incubado com soro de camundongos infectados por Candida
albicans resultou na detec¢do de uma série de proteinas imunogénicas, tais como: enzimas da
via glicolitica, enzimas metabdlicas e proteinas de choque térmico. Muitas destas proteinas
imunogeénicas também foram reconhecidas pelo soro de pacientes humanos com candidiase
(Pitarch et al., 2001). Proteinas diferencialmente expressas por Staphylococcus aureus na
colonizagdo nasal e em infecgdes de mamas tiveram o proteoma sorolégico analisado e foram
identificadas 49 proteinas imunogénicas (Seyffert et al., 2012). Proteoma soroldgico aplicado
na busca por marcadores especificos para o diagnostico da turberculose identificou a proteina
Mtb81 de Mycobacterium tuberculosis como um possivel alvo (Hendrickson et al., 2000).
Nesta mesma linha, foram identificados marcadores especificos de diagndstico de outras
doencas causadas por microorganismos patogénicos, tais como para borreliose causada por
Borrelia burgdorferi, para toxoplasmose causada por Toxoplasma gondii (Jungblut et al.,
1999), para pneumonia de hipersensibilidade causada por Mycobacterium immunogenum
(Roussel et al., 2011) e para infeccdes causadas por Helicobacter pylori (Haas et al., 2002 e
Lock et al., 2002). Esta mesma abordagem foi ainda utilizada para a busca de antigenos
indicativos de protecdo natural para Neisseria meningiditidis, comparando o perfil de
reatividade obtido pelo soro de individuos com sintomas agudos e convalescentes (Mendum
et al., 2009).

O proteoma soroldgico foi também utilizado para identificacdo de antigenos
biomarcadores de diferentes helmintos. Proteinas sollveis de Taenia solium foram incubadas
com soro humano de individuos positivos para neurocisticercose em experimento de 2D-WB,
sendo identificadas seis proteinas antigénicas. Duas das quais foram expressas na forma
recombinante para validacdo soroldgica, indicando um possivel candidato a teste diagndstico
(Salazar-Anton & Lindh, 2011). Os produtos secretados/excretados de vermes adultos de
Clonorchis sinensis foram utilizados em experimentos de 2D-WB com soro de individuos
infectados por este parasito, sendo identificadas algumas Cisteino-Proteases e Legumains
como proteinas imunogénicas. De um total de 28 amostras de soro de individuos infectados,
20 reagiram com a proteina recombinante Legumain de C. sinensis, ndo sendo esta proteina
reconhecida pelo soro de individuos infectados por outras helmintoses (Jun et al., 2009). Soro

de ovelhas resistentes e suscetiveis a infec¢do por Trichostrongylus colubriformis foi utilizado
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em experimento de 2D-WB, identificando um total de 28 diferentes proteinas antigénicas do
extrato proteico solivel. Embora a maioria dos antigenos tenha sido reconhecida por ambos
os tipos de soro, algumas proteinas tiveram o grau de imunogenicidade aumentado quando foi
utilizado o soro dos animais resistentes (Kiel et al., 2007). Proteinas extraidas do protoescolex
de cistos hidaticos provenientes da infeccdo por E. granulosus do hospedeiro bovino
intermediério foram também utilizadas em experimentos de 2D-WB com pool de soro de
individuos com hidatidose cistica, sendo identificadas 14 diferentes proteinas imunogénicas
(Monteiro et al., 2010). Também através de experimentos de 2D-WB, a proteina Heat Shock
Protein 20 foi identificada como um potencial marcador de infecgdo ativa por E. granulosus
por ter sido diferencialmente reconhecida pelo soro de individuos com equinococose cistica
ativa e inativa (Vacirca et al., 2011).

1.10.1 Imunoproteoma de schistosomas

Poucos estudos de proteoma sorologico foram desenvolvidos em schistosomas (Tab.
1). Soro de coelhos infectados foi utilizado na identificacdo de antigenos de S. japonicum na
busca por novos candidatos a diagnosticos, identificando 4 proteinas de um total de 30 spots
imunogénicos (Zhong et al., 2010). Soro de cabra infectada por S. bovis foi utilizado na
identificacdo de proteinas imunogénicas, do tegumento ou secretadas/excretadas,
identificando 8 proteinas (Perez-Sanchez et al., 2006). Enquanto soro de hamster foi utilizado
na comparacao de proteinas reativas entre S. haematobium, S. bovis e Echinostoma caproni,
revelando alguns antigenos especificos e comuns entre as espécies (Higon et al., 2011).
Proteinas de S. mansoni imunoprecipitadas com soro de ratos suscetiveis e resistentes a
infeccdo foram analisadas por eletroforese bidimensional, sendo 4 spots identificados
exclusivamente pelo soro protetor (Mark et al., 1991). Quando soro de macacos Rhesus com
alta e baixa infeccdo foram usados em Western-blotting de proteinas secretadas e do
tegumento de S. mansoni separadas em 2D-PAGE, hidrolases da superficie do tegumento,
enzimas digestivas e antioxidantes foram identificados como alvos de 1gG nos animais
altamente responsivos (Wilson et al., 2008).

O uso de soro humano infectado foi realizado até o momento apenas para S.
haematobium. Um total de 71 spots foram imunogénicos ao pool de soro de individuos
positivos altamente reativos apds tratamento, correspondendo a 26 diferentes proteinas
caracterizadas. Quando o perfil de proteinas reativas ao soro de individuos antes e apds
tratamento com PZQ foi comparado, foram encontradas 21 proteinas reativas ao soro pré-
tratado e 8 proteinas adicionais ao pos-tratado (Mutapi et al., 2005). Correlacionando a idade

do hospedeiro e a intensidade de infeccdo ao perfil de reconhecimento por anticorpos do soro
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de individuos expostos a esquistossomose, foi observado que o repertorio antigénico e a
intensidade de reconhecimento aumentaram com a idade, embora o repertorio antigénico
tenha atingido o pico nos individuos mais velhos com intensidade de infeccdo média ou nula e
a intensidade de reconhecimento do antigeno com altos indices de infeccdo (Mutapi et al.,
2008). Em outro estudo do mesmo grupo, foi realizada uma comparacao entre os perfis de
reconhecimento por isotipos das imunoglobulinas humanas IgA, IgE, IgGl e 9G4,
demonstrando que embora a maioria dos mesmos 71 spots previamente identificados tenham
sido reconhecidos pelos 4 isotipos, houve claras restricbes no reconhecimento de alguns
antigenos. Neste estudo, 1gG1 reagiu com um maior nimero de antigenos, seguido por IgE e
IgA que reagiram com 0 mesmo numero de antigenos, e IlgG4 (Mutapi et al., 2011).

No presente trabalho, procuramos explorar através de experimentos de 2D-WB, o
proteoma soroldgico do parasito S. mansoni utilizando soro de individuos de area endémica
para a esquistossomose na busca de antigenos do verme adulto de S. mansoni que induzem
uma resposta de anticorpos em seres humanos. A utilizagdo de soro de individuos infectados e
ndo infectados da area endémica nos forneceu, pela primeira vez, um painel de proteinas com
potencial para distinguir o estado de suscetibilidade/resisténcia a doenca, apontando possiveis

proteinas candidatas a vacina ou para novos testes de diagnostico.
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2 Justificativas
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Apesar do grande esforco na tentativa de controlar a esquistossomose, esta doenca
continua sendo uma das mais prevalentes no mundo. O controle da esquistossomose &
baseado essencialmente na quimioterapia por PZQ, a Unica droga disponivel para a
quimioterapia em massa. Novas intervencdes sdao uma prioridade para a eliminacdo da
doenca, uma vez que a quimioterapia ndo previne a reinfeccdo. Existem ainda relatos de
resisténcia a droga. O desenvolvimento de uma vacina para a esquistossomose para protecao a
longo prazo, bem como de um novo teste de diagnostico constituira um grande avango para o
controle da doenca. Apesar do esforco da comunidade cientifica e da existéncia de um
antigeno em fase de triagem clinica, ainda ndo ha uma vacina eficaz disponivel contra a
esquistossomose. Embora testes diagndsticos estejam disponiveis, estes ndo apresentam
sensibilidade e especificidade suficientes que permitam a correta deteccdo e avaliagdo do
estagio da doenca pelos programas de controle.

O parasito Schistosoma mansoni é capaz de persistir por anos no hospedeiro humano
em um ambiente potencialmente hostil, estando em constante contato com o seu sistema
imunolégico, o qual produz anticorpos contra antigenos especificos do parasito. Por outro
lado, a existéncia de individuos que, apesar de terem contato com a forma infectante do
parasito permanecem ndo infectados, indica que o hospedeiro pode ser capaz de vencer a
infecgdo, possivelmente através de mecanismos imunoldgicos especificos ainda ndo muito
bem esclarecidos. A combinacdo de analises protedmicas e soroldgicas tem sido aplicada
como uma abordagem experimental mais racional na descoberta de biomarcadores de
doencas. Conhecer o0s antigenos proteicos que induzem uma resposta imunoldgica no
hospedeiro perante a presenca do parasito e apontar 0s antigenos que distinguam os estados de
suscetibilidade/resisténcia a infeccéo, torna-se um importante passo para o desenvolvimento
de uma vacina e de um novo método de diagndstico para a esquistossomose. Os antigenos do
S. mansoni que reagem especificamente ao soro de individuos infectados podem indicar
possiveis candidatos para um novo método de diagndstico, enquanto 0s antigenos reativos
especificamente ao soro de individuos resistentes a infeccdo podem indicar possiveis
antigenos protetores, constituindo novos alvos vacinais.

Desta forma, o atual projeto focou na utilizacdo de ferramentas proteébmicas para a
identificacdo de antigenos do S. mansoni, principalmente daqueles que caracterizam o perfil
antigénico gerado pelo reconhecimento de anticorpos presentes no soro de individuos

naturalmente resistentes ou suscetiveis a infeccao.
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3 Objetivos
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3.1

Objetivo Geral

O objetivo principal desta proposta é a selecdo de antigenos biomarcadores de

Schistosoma mansoni como potenciais candidatos a vacina e/ou a um novo teste de

diagndstico para esquistossomose atraves de anélises do proteoma soroldgico.

3.2

Objetivos Especificos

Obter extrato proteico total das diferentes fases do ciclo de vida do parasito que

entram em contato com o hospedeiro humano;

Selecionar e identificar as proteinas de verme adulto de S. mansoni que sdo
reconhecidas por anticorpos presentes no soro dos individuos de area endémica para

esquistossomose;

Comparar o perfil de reconhecimento das proteinas de verme adulto de S. mansoni
pelo soro de individuos infectados e ndo infectados de area endémica e pelo soro de

individuos ndo infectados de area ndo endémica para esquistossomose;

Verificar a influéncia da porcdo glicidica das glicoproteinas presentes no extrato
proteico total de verme adulto de S. mansoni no padrdo de imunogenicidade das

proteinas ao soro de individuos de area endémica;

Avaliar o padrdo de imunogenicidade das proteinas identificadas nos experimentos de

Western-blotting bidimensional produzidas na forma de proteina recombinante.
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4 Material e Métodos
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4.1 Obtencéo de material bioldgico

Neste trabalho foram utilizados parasitos da cepa LE de Schistosoma mansoni,
provenientes de infeccBes rotineiras realizadas pelo Moluscario do CPgRR/FIOCRUZ. O
ciclo de vida do parasito € mantido em caramujos Biomphalaria glabata e em camundongos
BALBI/c.

Camundongos BALB/c foram infectados por via subcutdnea com aproximadamente
100 cercérias. A perfusdo do sistema porta para recuperacao dos vermes adultos foi realizada
apos 45 dias da infeccdo, segundo Pellegrino e Siqueira (1956). Os vermes foram, ent&o,
lavados trés vezes em meio RPMI (Sigma) suplementado com o coquetel de inibidores de
proteases Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail Tablets (Roche). O excesso de meio de
cultura foi retirado, os vermes adultos foram congelados imediatamente em nitrogénio liquido
e armazenados a —70°C até serem utilizados.

Os ovos foram obtidos através do trituramento do figado de camundongos infectados
em solucdo salina 1,7%, até alcancar uma consisténcia liquida, que foi entdo filtrada em
peneiras de 190, 120 e 19 um? sucessivamente. Apos filtragem os ovos foram lavados trés
vezes em solucdo salina 1,7%, centrifugados a 2.000 r.p.m por 1 min e o sobrenadante
removido. Os ovos foram lavados uma Gltima vez em PBS suplementado com o coquetel de
inibidores de proteases Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail Tablets. O sobrenadante
foi descartado, os ovos sedimentados foram congelados imediatamente em nitrogénio liquido
e armazenados a —70°C até serem utilizados.

As cercarias liberadas em &gua pelo hospedeiro intermediario foram mantidas no gelo
por 2 hr e, em seguida, centrifugadas em tubos de 50 mL a 2.000 r.p.m a 4°C por 5 min. As
cercéarias foram lavadas trés vezes em agua destilada, centrifugadas a 2.000 r.p.m por 1 min e
0 sobrenadante removido. As cercérias foram lavadas uma ultima vez em meio PBS
suplementado com o coquetel de inibidores de proteases Complete Mini Protease Inhibitor
Cocktail Tablets. O sobrenadante foi descartado, as cercarias sedimentadas foram congeladas
imediatamente em nitrogénio liquido e armazenadas a —70°C até serem utilizadas.

Os esquistossdmulos foram obtidos através da transformacéo mecénica de cercarias de
acordo com o protocolo descrito por Ramalho-Pinto (1974). Resumidamente, as cercarias
foram centrifugadas 2.000 r.p.m a 4°C por 5 min e, entdo, ressuspendidas em 5 mL de meio
RPMI e agitadas a velocidade maxima em vortex por 3 min para o rompimento da cauda. Em
capela de fluxo laminar, cada 1 mL da suspensdo de parasitos foi transferido para novo tubo.
As caudas foram separadas através da lavagem dos parasitos em outros 15 mL de meio RPMI

estéril, e apds 15 min em repouso o sobrenadante foi descartado. Este procedimento foi
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repetido por 6 vezes, sendo dois tubos agrupados a cada lavagem. Ao término das lavagens,
0s parasitos recuperados por deposicdo foram ressuspendidos em 12 mL de meio 169
modificado (0,1% hidrolisado de lactoalbumina, 0,1% glicose, 5X10"M hipoxantina, 2X10
M triiodotironina, 1X10°M hidrocortisona, 0,5% meio minimo vitamina, 5% meio
Schneider, 20mM Hepes, 5% soro fetal bovino inativado, 1% penicilina/estreptomicina g.s.p
RPMI). Cada 1 mL de parasito foi distribuido em placas de cultura de 6 pogos, acrescentando-
se mais 5 mL de meio 169 a cada poco, sendo mantidas a 37°C, 5% de CO, e 95% de
umidade por 24 horas. No momento da coleta, o sobrenadante foi descartado, 0s
esquistossomulos sedimentados foram congelados imediatamente em nitrogénio liquido e

armazenados a —70° até serem utilizados.
4.2 Preparacao de extratos proteicos

Extrato proteico total de verme adulto de S. mansoni (AW-TOT) foi obtido pela lise
direta dos parasitos em tampéo de lise (8M uréia, 2M tiouréia, 4% CHAPS, 50mM DTT,
20mM Tris e ¥ comprimido de Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail Tablets para cada
10 mL de solucdo). Apos homogeinizacdo sob agitacdo constante por 2 hr a temperatura
ambiente, a amostra foi passada em seringa tipo insulina por 10 vezes e, em seguida,
centrifugada a 20.000 x g por 30 min a 25°C. O sobrenadante obtido foi aliquotado e, entéo,
armazenado a -70°C para posterior uso. Extratos proteicos totais de ovo, cercéaria e
esquistossomulo foram obtidos através do mesmo protocolo utilizado para a extracdo de
proteinas totais de verme adulto.

Extrato proteico do tegumento de verme adulto de S. mansoni (AW-TEG) foi obtido
pelo método de congelamento/descongelamento/vortex em TBS (Tris Buffered Saline)
suplementado com Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail Tablets, de acordo com
Roberts e colaboradores (1983), com algumas modificacbes. Resumidamente, apos
descongelamento no gelo, o tegumento foi removido com 10 pulsos de 1 seg, em voértex na
velocidade maxima. O sobrenadante foi passado em seringa tipo insulina por 10 vezes e
concentrado em filtros Amicon de 3 kDa (Millipore, Watford, UK), seguido de precipitagdo
por acetona. O pellet foi ressuspendido em tampédo SBI [7M uréia, 15mM 1,2-diheptanoyl-sn-
glycero-3-phosphatdiyl choline (DHPC), 0.5% Triton X-100, 20mM DTT e % comprimido de
Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail Tablets para cada 10 mL de soluc¢éo], de acordo
com Babu e colaboradores (2004). A amostra foi aliquotada e, entdo, armazenada a -70°C
para posterior uso.

A concentracdo de proteinas dos extratos proteicos foi determinada pelo método de
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Bradford (1976) e a qualidade dos extratos proteicos obtidos foi avaliada em SDS-PAGE

12%, como descrito por Laemmli (1970).
4.3  Selecdo dos soros dos individuos de area endémica

As amostras dos soros humanos utilizadas neste trabalho foram obtidas de individuos
moradores de Virgem das Gragas, na vila central e em alguns vilarejos dispersos (Fig. 3). Esta
€ uma area rural de extrema pobreza, hiperendémica para a esquistossomose, localizada no
Vale Jequitinhonha, Norte do Estado de Minas Gerais (Pereira et al., 2010). Nao existe dgua
tratada e nem saneamento basico na regido e, segundo Pereira (2006), todos os individuos que
participaram deste estudo tiveram contato com &gua contaminada, sendo este contato
determinado pelo indice de TBM (Total Body Minutes), que corresponde ao tempo total de
exposicdo do corpo a dgua em minutos. Até o ano de 2001, ndo havia histéria prévia de
tratamento desta populacdo para a esquistossomose, segundo a Fundacdo Nacional de Saude
(FUNASA, 2002).

As amostras de soro foram obtidas durante o desenvolvimento do projeto Host Genetic
Correlates in Schistossomiasis, realizado pelo grupo do Dr. Rodrigo Corréa-Oliveira
(CPgRR/FIOCRUZ) e da Dra. Andréa Gazzinelli (UFMG), que gentilmente cederam parte
deste material para a realizacdo deste projeto. As amostras de fezes dos individuos voluntarios
foram processadas pelo método de Kato-Katz para a deteccdo de ovos de S. mansoni e outros
helmintos intestinais. O termo de consentimento livre e informado foi assinado no momento
da coleta do material (Pereira, 2006). O atual projeto foi analisado e aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa do Centro de Pesquisas René Rachou — FIOCRUZ (CAAE: 1.0.245.000-
08).

Os soros utilizados no atual projeto foram selecionados obedecendo aos seguintes
critérios: pertencer a individuos ndo infectados por outros helmintos (Ascaris lumbricoides,
Trichuris trichiura e ancilostomos), com idade entre 20-50 anos, homens ou mulheres nédo
gravidas. Os individuos nos quais foram encontrados ovos de S. mansoni nas fezes durante a
primeira coleta realizada em 2001 foram denominados infectados (INF) e aqueles nos quais
ndo foram encontrados ovos nas fezes durante os trés anos de coleta (2001, 2002 e 2006)
foram denominados ndo infectados de area endémica (NE). Todas as amostras de soro
utilizadas neste estudo foram coletadas em janeiro de 2001, antes do tratamento em massa
com PZQ. Um total de 13 amostras de soro INF e 9 NE foram obtidas (Tab. 2). Soro de
individuos ndo infectados de area ndo endémica para a esquistossomose foram também
utilizados neste estudo, sendo 7 amostras de soro provenientes de voluntarios dos Estados
Unidos (NI) e 2 da Inglaterra (NI-UK).

52



Cardoso 3 © &%
h=4

/\/ Corrego
+ Sitios de contato com agua
o Casas
Suguarana
o
0 3 6 i

Figura 3: Esquema representativo da area de estudo Virgem das Gracas e seus vilarejos
(Vila Central de Virgem das Gragcas, Sucuarana, Cardoso 1/2/3). Os cdrregos da regido,
as casas em estudo e os sitios de contato com agua estdo representados na figura (adaptado de:

Gazzinelli et al., 2006).
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Tabela 2: Amostras de soro de individuos da area endémica para a esquistossomose
mansonica, Virgem das Gracas, selecionadas para o estudo.

Identificacdo Localizacéo Género Idade OPG TBM
Infectados (n=13)

31 cVdG F 25 88 229
58 cVvdG F 33 8 157
128 cVdG M 28 200 91
129 cVdG F 33 304 126
189 cVdG F 31 48 117
214 cVdG F 35 80 187
238 cVdG F 34 20 284
329 Suss F 38 8 126
356 Card1 M 37 48 184
371 Cardl F 26 160 163
403 Card2 M 36 152 118
493 Card3 F 49 43 143
514 Card3 F 43 212 89
Nao infectados (n=09)

62 cVdG/Card2 M 33 0 155
83 cVdG M 27 0 107
115 cVdG M 46 0 93
233 cVdG F 40 0 156
294 Suss F 24 0 -
312 Suss M 37 0 88
366 Card1 M 37 0 -
445 Card2 F 49 0 124
609 cVdG F 28 0 53

Identificacfo: nimero de identificacdo dos individuos selecionados. Localizagdo: sitio de moradia dos individuos
na vila de Virgem das Gragas de acordo com a Figura 3 (cVdG: vila central de Virgem das Gragas; Suss:
Suguarana; Card1/2/3: Cardoso 1, 2 ou 3). Género: M-masculino e F-feminino. Idade: idade dos individuos no
momento da coleta do soro em 2001. OPG = ovos por grama de fezes de 3 amostras, sendo 2 laminas de cada,
determinado pelo método Kato-Katz. TBM = tempo total de exposi¢do do corpo a dgua, em minutos. (-): dados
ndo obtidos.
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4.4  Eletroforese bidimensional (2-DE)

4.4.1 Primeira dimensédo - Focalizacao isoelétrica

Na primeira dimensdo foi realizada a separacdo das proteinas por focalizacdo
isoelétrica. Para cada 2D-PAGE (eletroforese em gel de poliacrilamida bidimensional) foram
utilizados 100 pg de proteinas de cada extrato proteico separadamente. As proteinas do
extrato proteico AW-TOT e dos demais extratos proteicos totais (ovo, cercaria e
esquistossomulo) foram solubilizadas separadamente em tampdo IEF de re-hidratacdo [8M
ureia, 2M tioureia, 4% CHAPS, 66mM DTT, 0,0025% azul de bromofenol e 1% anfélito
BioLyte 3-10 buffer (100X) (BioRad)], enquanto as proteinas do extrato proteico AW-TEG
foram solubilizadas em tampdo SBI/IEF [tampdo SBI acrescido de 0,0025% azul de
bromofenol e 0,4% anfolito BioLyte 3-10 buffer (100X)] (Babu et al., 2004), ambos para um
volume final de 125 pL. A amostra foi homogeneizada sob agitacdo constante por 1 hr a
temperatura ambiente e centrifugada a 16.000 x g por 30 min também a temperatura ambiente
para separacao do material ndo solubilizado. O pellet foi descartado e o sobrenadante aplicado
sobre as fitas de IPG de 7 cm com gradiente de pH 3-10 ndo linear (NL), 3-10 ou 5-8
(BioRad). As fitas de IPG foram submetidas a re-hidratagdo e focalizagdo isoelétrica no
equipamento Protean IEF Cell (BioRad) a 50 pAffita e 20°C. Re-hidratagdo passiva foi
conduzida por 4 hr, seguida de re-hidratacdo ativa a 50 V por 12 hr. A focalizagdo isoelétrica
foi conduzida a 500 V por 30 min, seguida por 1000 V por 30 min, 4000 V por 1 hr e 4000 V
até 16.000 V/h. Apobs o término da focalizacdo isoelétrica, as fitas foram retiradas do aparelho
e congeladas a -70°C ou utilizadas imediatamente para separagdo das proteinas por SDS-
PAGE.

4.4.2 Equilibrio das fitas de IPG

Logo antes da separacdo das proteinas pela segunda dimensdo, as fitas de IPG foram
submetidas a etapa de equilibrio (reducdo e alquilagdo das proteinas). As fitas foram
incubadas por 10 min, a temperatura ambiente, sob agitacdo constante, em tampédo de
equilibrio [6M uréia, 30% glicerol, 2% SDS, 50mM solugéo de Tris-HCI (pH 8,8) e 0,001%
azul de bromofenol] contendo 130mM DTT e, em seguida, por mais 1 min no mesmo tampao

contendo 135mM iodoacetamida.
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4.4.3 Segunda dimenséo - SDS-PAGE

Na segunda dimensdo, as proteinas foram separadas por massa molecular em SDS-
PAGE 12%. O padrdo de massa molecular foi aplicado em um pedaco de papel filtro,
colocado sobre o canto esquerdo do gel de poliacrilamida e selado com gel de agarose 0,5%
contendo tracos de azul de bromofenol. As fitas de IPG foram lavadas em tampéo de corrida
1X antes de serem colocadas sobre os géis de poliacrilamida. Da mesma forma que o padréo
de massa molecular, as fitas foram seladas com gel de agarose 0,5% contendo azul de
bromofenol para facilitar 0 acompanhamento da corrida eletroforética no sistema Mini-
Protean 11l (BioRad). A eletroforese foi realizada a 50 V por aproximadamente 10 min e a 100
V até o corante atingir a porgao inferior do gel.

Para a realizacdo dos experimentos de 2D-WB, pelo menos dois 2D-PAGEs foram
realizados simultaneamente, um ou mais para serem usados nos experimentos de Western-
blotting com as diferentes amostras de soro, e outro 2D-PAGE para ser corado por Azul de
Coomassie Colloidal G-250 para possivel excisdo dos spots e identificacdo das proteinas. Os
experimentos foram realizados em triplicata para cada extrato proteico e para cada faixa de
pH utilizados.

Para a identificacdo de glicoproteinas presentes no extrato AW-TOT, 2D-PAGE foi
corado com Pro-Q Emerald 488 (Invitrogen) especifico para coloracéo de glicoproteinas. O
mesmo 2D-PAGE foi corado em seguida por Azul de Coomassie Colloidal G-250 para
possivel excisdo dos spots e identificacdo das proteinas. Neste caso foi utilizado o marcador
de massa molecular Candy Cane (Invitrogen), o qual contém uma mistura de proteinas
glicosiladas e ndo glicosiladas. Os experimentos foram realizados no minimo em triplicata.

Para a identificacdo de diferentes subclasses de carboidratos das glicoproteinas
contidas no extrato AW-TOT, as proteinas separadas pelo 2D-PAGE foram transferidas para
membranas de PVDF para subsequente realizacdo dos experimentos de lectina-blotting. Os

experimentos foram realizados em duplicata.
4.4.4 Coloragdo de geéis de poliacrilamida por Azul de Coomassie Colloidal

Os géis de poliacrilamida uni e bidimensionais foram corados pelo protocolo
compativel com a identificacdo de proteinas por espectrometria de massas que utiliza o Azul
de Coomassie Colloidal G-250 (Neuhoff et al., 1988). De acordo com este método, 0s géis
foram fixados em trés solugbes: 2% acido ortofosforico e 30% etanol, seguida por 2% acido

ortofosférico e finalmente com 2% é&cido ortofosforico, 18% etanol e 12% sulfato de amonio.
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Em seguida, foi adicionado 0,02% Azul de Coomassie Colloidal G-250 a dltima solucéo de

fixacéo.
4.5 Western-blotting bidimensional (2D-WB)

Logo apos a separagdo das proteinas por 2D-PAGE, as proteinas foram transferidas
para membranas Imunun-Blot PVDF 0.2 um (BioRad) em cuba de transferéncia mini Trans-
Blot Eletrophoretic Tranfer Cell (BioRad) usando tampdo de transferéncia (25mM Tris,
192mM glicina, 20% metanol) por 2 hr a 100 V. As membranas foram lavadas em agua e
secas a temperatura ambiente. Antes de iniciar a incubagdo com as diferentes amostras de soro
as membranas foram reativadas em 100% metanol e, entdo, blogueadas por 16 hr sob
constante agitacdo a temperatura ambiente em TBS (20mM Tris-HCI, 500mM NaCL, pH 7,5)
contendo 0,05% Tween-20 e 3% BSA (TBS-T/BSA-3%). Cada membrana foi incubada
separadamente por 2 hr com cada pool de soro INF, NE e NI, ou com os soros individuais,
todos diluidos 1:500 em TBS-T/BSA-1%. Apo6s duas lavagens de 30 min em TBS-T/BSA-
1%, as membranas foram incubadas com anticorpo polivalente de cabra anti-lg total humana
conjugado a HRP (Horseradish Peroxidase) (Invitrogen), diluido 1:100.000 em TBS-T/BSA-
1%. Apo6s duas lavagens de 30 min em TBS-T e uma lavagem de 15 min em TBS, as
proteinas imunogénicas foram reveladas utilizando ECL plus Western-blotting Detection
System (GE Healthcare) e as membranas foram expostas por 16 hr a filmes de raio-X.
Alternativamente, foram utilizados como anticorpos secundéarios anti-lgG3 humana (Zymed)
ou anti-lgG1 humana (Invitrogen) de rato diluidos 1:5.000 e 1:25.000, respectivamente.

Os spots imunogénicos identificados nos experimentos de 2D-WB foram localizados
sobrepondo o filme de raio-X ao respectivo 2D-PAGE corado por Azul de Coomassie

Colloidal e, posteriormente, excisados para identificacdo por espectrometria de massas.
4.6 Deteccéo de glicoproteinas por Pro-Q Emerald

O corante Pro-Q Emerald é ligado a glicoproteinas através da técnica de PAS
(Periodic acid-Schiff). Os carboidratos presentes nas glicoproteinas sdo inicialmente oxidados
a aldeidos usando acido periodico que reagem ao corante gerando um conjugado fluorescente
(Hart, 2003). A identificacdo de glicoproteinas de S. mansoni foi realizada utilizando Pro-Q
Emerald 488 dye (Invitrogen) de acordo com recomendagdes do fabricante. Resumidamente,
2D-PAGE contendo 100 pug de proteinas do extrato proteico AW-TOT foi fixado em solucéo
50% metanol e 5% acido acético por 1 hr e, entdo, incubado novamente na mesma solucao
por mais 16 hr para completa remocéo de residuos de SDS. O gel foi lavado 3 X 10 min em

solucdo 3% é&cido acético e, em seguida, tratado em solucdo 1% &cido periddico e 3% acido
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acetico por 20 min para oxidagédo dos carboidratos. O gel foi lavado novamente 4 X 10 min
em solucdo 3% &cido acético para remover residuos de periodato e incubado em solugéo
corante Pro-Q Emerald 488 diluida 1:50 em solugdo tampdo Pro-Q Emerald por 2 hr, ao
abrigo de luz. O gel foi lavado 3 X 30 min em solucdo 3% acido acético e enxaguado em
agua. As proteinas coradas foram visualizadas no analisador de imagem Typhoon, sendo o
espectro de emissdo para o corante Pro-Q Emerald 488 coletado usando excitagdo em 480
nm, emissdo em 526nm e 750 PMT (Photomultiplier Tube). Apos a visualizagdo dos spots
fluorescentes os geéis foram corados por Azul de Coomassie Colloidal para visualizacdo das
proteinas totais presentes no gel. Os spots corados pelo Pro-Q Emerald foram excisados do
gel para identificagdo por espectrometria de massas. As sequéncias proteicas referentes as
glicoproteinas identificadas foram submetidas a anélise com ferramentas de predigdo de sitios
de glicosilacdo, NetOGly 3.1 e NetNGly 1.0 (www.cbs.dtu.dk).

4.7 Ensaios de lectina-blotting

Diferentes subclasses de carboidratos presentes em glicoproteinas de S. mansoni foram
identificadas utilizando Dig Glycan Differentiation kit (Roche), seguindo as instrucfes do
fabricante. Extrato proteico AW-TOT e as proteinas fornecidas pelo kit como controles
positivo e negativo foram transferidas para membranas Immun-Blot PVDF 0,2 um (BioRad)
apo6s a separacdo por SDS-PAGE. A membrana foi incubada por 16 hr em solucdo de
blogueio 10% fornecida pelo kit, seguido de lavagem e incubacdo por 1 hr em tampéo 1 (TBS
acrescido de 1mM MgCl,, ImM MnCl,, 1mM CaCl,, pH 7,5) contendo separadamente as
diferentes lectinas conjugadas a digoxigenina (GNA — aglutinina de Galanthus nivalis, SNA —
aglutinina de Sambucus nigra e DSA — aglutinina de Datura stramonium 10 uL cada; MAA —
aglutinina de Maackia amurensis 50 uL e PNA - aglutinina de amendoim 100 pL). Estas
lectinas sdo capazes de reconhecer especificamente diferentes carboidratos (Tab. 3). As
membranas foram lavadas com TBS (0,05M Tris-HCI, 0,15M NaCl, pH 7,5) e, entéo,
incubadas com anticorpo anti-digoxigenina conjugado a fosfatase alcalina (7,5 U) por 1 hr,
seqguida de outras 3 lavagens em TBS. A reacdo foi revelada em solugéo de 4-nitro blue
tetrazolium chloride/5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate (NBT/BCIP).

Lectina-blotting bidimensional foi realizado com 100 pg de proteinas do extrato
proteico AW-TOT transferidas para membranas Immun-Blot PVDF 0,2 um apés a separacao

em 2D-PAGE utilizando-se fitas de IPG pH 3-10, e seguindo o protocolo descrito acima.
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Tabela 3: Especificidade do reconhecimento de carboidratos pelas diferentes Lectinas
em estudo.

Lectinas Carboidratos reconhecidos

GNA (aglutinina de Galanthus nivalis) - (1-3), (1-6), (1-2) Manose terminal ligada & Manose / Man-Man
SNA (aglutinina de Sambucus nigra) - (2-6) Acido Sialico terminal ligado & Galactose / NANA-Gal
MAA (aglutinina de Maackia amurensis) - (2-3) Acido Sialico terminal ligado & Galactose / NANA-Gal
PNA (aglutinina de amendoim) - (1-3) Galactose P ligado a N-acetilgalactosamina / Gal-GalNAc

DSA (aglutinina de Datura stramonium) - (1-4) Galactose f ligado a N-acetilglucosamina / Gal-GIcNAc
- Acetilglucosamina individual / GICNACc
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4.8 Deglicosilagdo - tratamento com periodato/borohidreto

A deglicosilacdo de proteinas imobilizadas em membranas de PVDF foi conduzida
pelo tratamento com periodato de sodio e borohidreto de sédio (Woodward et al., 1985).
Apos a etapa de bloqueio dos experimentos de 2D-WB e lectina-blotting, as membranas
foram incubadas com 10mM periodato de s6dio em solucdo de 50mM acetato de sddio (pH
4,5) por 1h e ao abrigo de luz, seguida de incubacdo em 50mM borohidreto de sédio em TBS
por 30 min. Os procedimentos de lectina-blotting e 2D-WB foram entdo prosseguidos como
descritos anteriormente. O controle do tratamento foi realizado sem adicionar periodato e

borohidreto nas respectivas solucdes.

4.9 ldentificacdo de proteinas por espectrometria de massas

4.9.1 Digestdo triptica

Inicialmente, os spots excisados dos géis foram transferidos para tubos siliconados
pré-lavados com metanol PA (Merck) e dgua Milli-Q. Os spots foram lavados em 1 mL de
agua Milli-Q seguido de 400 pL de solucédo de descoloracdo [50% acetronitrila (ACN) (Fisher
Scientific)/ 25mM bicarbonato de amoénio (AB) (Sigma) pH 8,0] por 2 X 15 min e sob
agitacdo constante. Os pedacos de gel foram desidratados através da adicdo de 200 pL de
ACN por 5 min. Os spots foram reidratados em 200 pL de 100mM AB por 5 min e foi
acrescentado o mesmo volume de 100% ACN, mantendo por mais 5 min. A solucdo foi
removida e, entdo, foram acrescentados 200 pL de 100% ACN, repetindo-se o procedimento.
A solucdo de ACN foi removida e os spots completamente secos em concentrador Speed Vac
Concentrator Plus (Eppendorf) por 20 min. Para a digestdo das proteinas foram adicionados
10 pl de Sequencing Grade Modified Trypsin (Promega) (20 pg/mL em 25mM AB) por 10
min e mais 20 pL de solucdo AB 25mM pH 8,0 para evitar o ressecamento do spot. A reacdo
foi conduzida a 37°C por 16 hr. O contelido de cerca de 30 pL de solucéo foi reservado em
tubos novos. Aos tubos contendo os géis foram acrescentados 30 UL de solucdo de 5% acido
formico (Merck)/ 60% ACN para a extracdo dos peptideos tripticos. Este procedimento foi
realizado por 2 X 30 min sob agitagcdo constante sendo que, ap0os o término do tempo referido,
a solugdo de extracdo contendo os peptideos foi transferida ao tubo contendo os 30 pL
iniciais. As amostras foram secas em concentrador Speed Vac e o pellet ressupendido em 8 pl
de 0,1% &cido formico. Os peptideos foram purificados em micro-colunas de fase reversa Zip
Tip C18 (Eppendorf), de acordo com as instru¢Ges do fabricante. Os peptideos purificados
foram secos em concentrador Speed Vac e ressuspendidos em 1 pL de solugdo 50% ACN/

0,1% éacido trifluoroacético (TFA).
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4.9.2 Espectrometria de massas

A identificacdo das proteinas por espectrometria de massas do tipo MALDI-ToF-ToF
foi realizada em um espectrometro de massas modelo 4700 Proteomics Analyzer (Applied
Biosystems). Esta etapa foi realizada no Laboratério de Toxicologia do Departamento de
Fisiologia e Farmacodinamica do Instituto Oswaldo Cruz/ FIOCRUZ, em colaboracdo com o
Dr. Jonas Perales e Dr. André Teixeira, responsaveis pela Plataforma de Espectrometria de
Massas-RJ, PDTIS-FIOCRUZ.

Um volume de 0,5 pL das amostras de peptideos purificados foi misturado a 0,2 pL de
matriz &cido alfa-ciano-4-hidroxicinamico (20 mg/mL em 30% ACN/ 0.3% TFA). As
misturas de amostra e matriz foram aplicadas a placa de MALDI ABI 192-target por co-
cristalizagdo. Os dados de espectrometria de massas foram adquiridos em modo positivo e
refletivo, a massa analisada entre 900-4000 Da, utilizando laser neodymium-doped tytrium
aluminum garget (Nd: YAG) com 200-Hz de repeticdo. Os parametros estabelecidos foram:
2.000 tiros para a aquisicdo do espectro de MS e 4.000 tiros para MS/MS dos 10 ions mais
abundantes. A calibracdo externa foi realizada utilizando uma mistura de quatro peptideos do
Mass Standards kit for the 4700 Proteomics Analyzer: des-Argl-bradykinin (m/z=904.47),
angiotensin 1 (m/z=1296.69), Glul-fibrinopeptideB (m/z=1570.68) e adrenocorticotropic
hormone (18-39) (m/z=2465.20).

4.9.3 Identificacdo das proteinas

O espectro de massas dos peptideos gerados pela digestdo com tripsina (MS) e o0s
dados de fragmentacdo dos peptideos (MS/MS) foram analisados utilizando o programa
MASCOT (Matrix Science, Boston, MA). Os arquivos PPW gerados pelo espectrometro de
massas para cada spot foram submetidos a anélise de MS/MS ion search no MASCOT
utilizando o banco de dados de sequéncias de proteinas ndo redundantes do NCBI (NCBInr).
Os parametros usados foram: tolerancia de peptideo MS de +0.6 Da, tolerancia de fragmento
de massa MS/MS de +0.2 Da, duas falhas de clivagem permitidas, carga do peptideo +1 e
modifica¢Oes varidveis em cisteina (carbamidometilagéo e adicdo de propionamida) e em
metionina (oxidacdo). A fim de evitar identificacbes aleatorias, apenas ions com valor de
score individual acima do indicado pelo MASCOT para identidade e homologia extensiva
(p<0,05) foram aceitos. Para as proteinas identificadas através da busca no banco de dados
NCBInr que ndo apresentaram um Smp correspondente foram conduzidas buscas no banco de

dados SchistoDB versédo 2.0 (www.schistodb.net) (Zerlotini et al., 2009), utilizando Blastp.
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4.10 Clusterizacao das proteinas imunogénicas

A clusterizacdo hierarquica foi realizada a fim de agrupar as proteinas imunogénicas
de acordo com a similaridade do perfil de reatividade encontrado para cada pool de soro
usado neste estudo, em trés experimentos de 2D-WB. A similaridade do perfil de reatividade
foi medida por distancia Euclidiana e pelo método de encadeamento completo (Complete-
linkage) entre as proteinas, utilizando o algoritmo de clusterizacao hierarquica disponivel na

plataforma GenePattern (Broad Institute).

4.11 Expressdo in vitro e analise de Western-blotting das proteinas
recombinantes Major Egg Antigen e Hemoglobinase de Schistosoma

mansoni

As proteinas de S. mansoni Hemoglobinase (Smp_075800) e Major Egg Antigen
(Smp_049300.3), selecionadas por serem imunogénicas nos experimentos de 2D-WB, foram
expressas utilizando o sistema de expressao in vitro, livre de células, TNT® SP6 High-Yield
Wheat Germ Protein Expression System (Promega). Duas estratégias de expressdo foram
testadas neste sistema, utilizando DNA linear ou DNA circular como molde da transcricdo-

traducéo.
4.11.1 Amplificagdo por PCR

A amplificacdo da regido codificadora do gene de Major Egg Antigen por PCR foi
realizada a partir do codon ATG correspondente a metionina inicial da sequéncia proteica,
enquanto da Hemoglobinase foi realizada a partir do cddon GTA, correspondente ao décimo
amino&cido da sequéncia proteica, havendo assim a necessidade de incluir o cédon ATG aos
iniciadores forward, uma vez que a sequéncia correspondente a regido N-terminal da proteina
estava incompleta no banco de dados do SchistoDB. Os iniciadores utilizados para a
amplificacdo da regido codificadora de Major Egg Antigen e Hemoglobinase foram
desenhados como sugeridos no manual do fabricante do kit de expressdo in vitro utilizado
(Tab. 4). Resumidamente, para o desenho dos iniciadores para a estratégia de expressao
utilizando DNA linear como molde foram adicionadas anteriormente a sequéncia inicial do
gene: uma sequéncia correspondente ao promotor SP6 e uma sequéncia consenso Kozak
contendo o codon de iniciagdo de traducdo ATG seguido do nucleotideo G. O vetor
selecionado para a estratégia de expressao utilizando DNA circular como molde foi o pF3

WG (BYDV) Flexi Vector (Promega). A ferramenta Flexi Vector Primer Designer Tool,
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Tabela 4: Iniciadores utilizados para a amplificagdo da regido codificadora dos genes de
Major Egg Antigen e Hemoglobinase de Schistosoma mansoni.
Proteina DNA Direcdo Histidina Sequéncia do Iniciador
Molde

Forw Néo 57—
GGCTGGCTTATTTAGGTGACACTATAGAACA
GACCACCATGGCTGGTGGGAAACAACATA-
3/

Rev Nao 5/ - TCAGTGAGTAATTGCATGTTGCTT-3"

Rev Sim 57—
TCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGAGTAATTGCA
TGTTGCTT-3"

Forw Néo 5'-
GGCTGCGATCGCCATGTCTGGTGGGAAACAA
CATA-3"

Rev Nao 5'-

GTCGGTT TAAACGTGAGTAATTGCATGTTGC
TT-3

Rev Sim 57—

TGATGT TTAAACGTGGTGGTGGTGGTGGTGA
GTAATTGCATGTTGCTT-3’

Forw Néo 57—
GGCTGGCTTATTTAGGTGACACTATAGAACA
GACCACCATGGTATCCGATGAAACTGTTAGT

. GA-3'
Linear Rev Néo 5’ -TCAACCGCAAATTTTTATGATTGCT-3’

Rev Sim 57—
TCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGACCGCAAATT
TTTATGATTGCT-3'
Hemoglobinase Forw Néo 5'-
CCTGGCGATCGCCATGGTATCCGATGAAACT
GTTAGTGA-3"

Linear

Major Egg
Antigen

Flexi-
vector

Flexi- Rev Néo 5'-
GAAAGT TTAAACACCGCAAATTTTTATGATT
vector
GCT-3
Rev Sim 5'-

TGATGT TTAARACGTGGTGGTGGTGGTGGTGA

CCGCAAATTTTTATGATTGCT-3"
Direcdo: Forw - iniciador forward da reacdo de PCR, Rev - iniciador reverse da reacdo de PCR. Sequéncia do
Iniciador: azul - sequéncia correspondente ao promotor SP6, verde — sequéncia consenso Kozak, roxo —
sequéncia correspondente & cauda de histidina C-terminal, vermelho - sitio para as enzimas de restrigdo Sgfl no
iniciador Forw e Pmel no iniciador Rev, sublinhado — codon de iniciacdo de traducao, italico — c6don de parada
de traducdo, negrito - o primeiro nucleotideo apés o ATG inicial foi substituido quando necessario por uma
guanidina a fim de obter sequéncia correspondente ao consenso Kozak.
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disponivel no site do fabricante, foi utilizada para o desenho dos iniciadores. Os iniciadores
forward foram desenhados contendo sitio para enzima de restricdo Sgfl, enquanto os
iniciadores reverse, sitio para enzima de restricdo Pmel. A adi¢do da sequéncia que codifica a
cauda de histidina (6xHis) C-terminal foi incluida ou ndo no desenho dos iniciadores reverse
de ambas as estratégias, para uma subsequente possivel analise ou purificacdo das proteinas
expressas. Os parametros como dimerizacdo e autocomplementaridade dos iniciadores foram
conferidos usando o software Oligos 9.1 (Institute of Biotechnology, University of Helsinki,
Finland).

Para as reacdes de PCR foram usados 25 pL de JumpStart REDtaq ReadyMix (Sigma),
2 pL da biblioteca de cDNA de verme adulto de S. mansoni (cedida pelo Dr. Franco Falcone)
e 2,5 uL de cada iniciador forward e reverse correspondente (10uM) para um volume total de
reacdo de 50 puL. A PCR foi realizada em termociclador MJ Research PTC-200 Peltier
Thermal Cycler com etapa inicial de 94°C por 5 min, seguido por 35 ciclos com etapa de
desnaturacdo a 94°C por 30 seg, anelamento a 58°C por 45 seg e extensdo a 72°C por 90 seg.
Apos a PCR, os produtos de amplificacdo foram submetidos a analise em géis de agarose 1%.
Para a extracdo da banda contendo o produto de interesse do gel de agarose foi utilizado
QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN), de acordo com as orientacBes do fabricante.
NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific) foi utilizado para determinar a
concentracédo dos produtos de amplificacdo purificados.

4.11.2 Obtencdo do DNA circular molde contendo a regido codificadora dos genes

Major Egg Antigen e Hemoglobinase

41121 Insercéo dos produtos purificados em plasmideo pF3A WG (BYDV) Flexi
Vectors

O produto de amplificagcdo dos genes Major Egg Antigen e Hemoglobinase gerado
para a estratégia de expressdo por DNA circular como molde foi inserido no vetor pF3A WG
(BYDV) Flexi Vector (Promega), seguindo as recomendacdes do fabricante. Para isso, 0
produto de PCR e o vetor foram digeridos utilizando a mistura de enzimas Flexi Enzyme
Blend (Promega). A reacdo de digestdo do produto amplificado foi composta de 4 pL de
tampdo flexi de digestdo 5X, 4 yuL da mistura de enzimas flexi (Sgfl/ Pmel) e até 500 ng de
produto de amplificacdo para 20 pL de reagdo final. Enquanto que a reacdo de digestdo do
vetor Flexi-vector foi composta de 4 pL de tampéo flexi de digestdo 5X, 2 puL da mistura de
enzimas flexi (Sgfl/ Pmel) e 2 pL do plasmideo Flexi-vector (200 ng) para 20 pL de reacdo
final. Ambas as reacdes foram conduzidas a 37°C por 30 min, seguida de inativacdo a 65°C
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por 20 min. A ligacdo do produto amplificado ao vetor foi realizada utilizando 10 pL de
tampéo de ligacdo flexi 2X, 1 pL de T4 DNA ligase High Concentration (20 U/uL),
aproximadamente 50 ng do plasmideo Flexi-vector e 100 ng do produto de amplificacdo
previamente digeridos. A ligacdo foi conduzida a 25°C por 1 hr, seguida de um passo
adicional de inativacdo da ligase a 65°C por 5 min, que resultou em um maior sucesso na

transformacéo de bactérias.
411.2.2 Transformagao do DNA circular em Escherichia coli

A transformacao foi realizada por eletroporacdo em Micropulser (BioRad). Bacteérias
Escherichia coli DH5a eletrocompetentes foram cuidadosamente misturadas a 1 L da reacao
de ligacédo e, entdo, transferidas para as cubetas GenePulser (E.coli Pulser Cuvette, 0,1 cm
electrode gap). A eletroporacéo foi conduzida utilizando o programa Ecl, para bactérias, pre-
estabelecido pelo fabricante. As células eletroporadas foram entdo transferidas para 1 mL de
meio SOC (0,5% extrato de levedura, 2% triptona, 10mM NaCl, 2,5mM KCI, 10mM MgCls,
10mM MgSQy4, 20mM glucose) e mantidas a 37°C por 2 hr antes de serem plaqueadas em
meio LB-Agar-Amp (100 pg/mL) e incubadas a 37°C por 16 hr. As colonias selecionadas
foram inoculadas em meio LB-Amp (100 pg/mL) e crescidas sob agitacdo de 230 r.p.m e
incubagdo a 37°C por 16 hr. Os plasmideos foram purificados utilizando QIAprep® Spin
Miniprep Kit (Qiagen) como descrito pelo fabricante e sequenciados pela empresa Source
Bioscience Lifescience, utilizando os iniciadores SP6 e T7 terminator. Os cromatogramas das
sequéncias foram visualizados no programa Chomas-2 lite (Technelysium Pty Ltd) e as
sequéncias analisadas manualmente comparando-se as sequéncias obtidas as sequéncias

depositadas nos banco de dados.

4.11.3 Transcrigdo-Traducdo in vitro da Major Egg Antigen e da Hemoglobinase de

Schistosoma mansoni

A sintese in vitro da proteina foi iniciada pela adicdo do DNA molde (linear ou
circular), de acordo com as instru¢bes descritas no protocolo do sistema TNT® SP6 High-
Yield Wheat Germ Protein Expression System. FluoroTect™ Greenys (Promega) foi incluido
a reacdo para a visualizacdo da proteina expressa pela incorporagdo de residuos fluorescentes
de lisinas. Resumidamente, o protocolo consistiu em incubar a 25°C por 2 hr a mistura de 30
uL de TNT master mix, 2 uL de FluoroTect™ Greenyys, 2-3 ug do vetor Flexi-vector contendo
a regido codificadora dos genes ou 5-8 pL de DNA linear, para 50 pL de reagéo final. Como
controle negativo da expressdo foi realizada uma reacdo sem DNA molde e outra sem DNA
molde e FluoroTect™ Greenyys. A expressdo da proteina recombinante foi analisada em SDS-
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PAGE 4-20% Mini-PROTEAN® TGX"™ Precast Gel (BioRad) aplicando 5 pL da reacdo de
sintese das proteinas. As proteinas sintetizadas foram visualizadas no scanner Fujifilm LAS-
4000 no modo de fluorescéncia.

4.11.4 Western-blotting para identificacdo da Major Egg Antigen em fusdo com 6xHis

Logo apds a separacdo por SDS-PAGE de 3 ul da reacdo da sintese da proteina Major
Egg Antigen as proteinas foram transferidas para membrana de nitrocelulose 0,2 pm
(BioRad). A membrana foi bloqueada por 16 hr em TBS-T contendo 5% de leite em p6 (TBS-
T/ leite-5%) a 4°C e, entdo, incubada por 1 hr com anticorpo anti-His de camundongo
(Invitrogen) diluido 1:2.500 em TBS-T/leite-3%. Apds duas lavagens de 30 min em TBS-
T/leite-3%, a membrana foi incubada por 2 hr com anticorpo anti-lgG de camundongo
conjugado a HRP (ECL Plus Western-blotting Reagent Pack, GE Healthcare) diluido
1:10.000 em TBS-T/leite-3%. Apos duas lavagens de 30 min em TBS-T e uma lavagem de 15
min em TBS, as bandas proteicas foram reveladas utilizando ECL plus Western-blotting
Detection System (GE-Healthcare) e visualizadas no scanner Fujifilm LAS-4000 no modo de

quimiofluorescéncia, sendo expostas por 7 min.

4.11.5 Western-blotting com pool de soro de individuos de area endémica para a

esqu istossomose

A confirmacdo do carater imunogénico das proteinas recombinantes foi realizada por
Western-blotting utilizando os mesmos pools de soro dos individuos de &area endémica
previamente utilizados nos experimentos de 2D-WB. Logo apos a separacdo por SDS-PAGE
de 3 ul das reagOes de sintese das proteinas, as mesmas foram transferidas para membranas de
nitrocelulose 0,45 um (BioRad). As membranas foram blogueadas por 16 hr em TBS-T/leite-
5% a 4°C e, entdo, incubadas separadamente por 2 hr com cada pool de soro INF, NE e NI-
UK diluidos 1:500. Os pools de soro foram pré-adsorvidos por 16 hr em TBS-T/leite-3%
acrescido de 5% de extrato total de germe de trigo (TBS-T/leite-5%/GT-5%). Apds duas
lavagens em TBS-T/leite-1%, as membranas foram incubadas por 1 hr com anticorpo de
coelho anti-IgG humana (I-2011, Sigma) e por mais 1 hr com anticorpo anti-IgG de coelho
conjugado a HRP (ECL Plus Western-blotting Reagent Pack, GE Healthcare) ambos diluidos
1:10.000 em TBS-T/leite-1%, com duas lavagens de 30 min em TBS-T/leite-1% entre cada
incubagdo. Apds duas lavagens de 30 min em TBS-T e uma lavagem de 15 min em TBS, as

proteinas imunogénicas foram reveladas utilizando ECL plus Western-blotting Detection
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System (GE Healthcare) e visualizadas no scanner Fujifilm LAS-4000 no modo de

quimiofluorescéncia, sendo expostas por 7 min.

4.12 Expressdo das demais proteinas selecionadas através dos

experimentos de 2D-WB

Outras proteinas identificadas nos experimentos de 2D-WB também foram expressas
in vitro pelo sistema TNT® SP6 High-Yield Wheat Germ Protein Expression System
(Promega), utilizando DNA circular como molde para a expressdo. Os iniciadores foram
desenhados incluindo os 6 codons de histidina (6xHis) C-terminal aos iniciadores reverse
(Anexo 1). As etapas de clonagem e expressdo das proteinas foram realizadas segundo a
metodologia descrita anteriormente, previamente otimizada com o0s genes de Major Egg
Antigen e Hemoglobinase. A expressdo das proteinas recombinantes foi analisada em SDS-
PAGE Mini-Protean TGX 4-20% Precast Gel e visualizadas no scanner Fujifilm LAS-4000

no modo de fluorescéncia.
4.13 Purificacdo das proteinas recombinantes

As proteinas recombinantes expressas in vitro foram submetidas a purificacdo em
batch utilizando resina de niquel. Como sugerido pelo fabricante, 25 L da resina His Select
Nickel Affinity Gel (Sigma), previamente ressuspendida, foi adicionada a 800 pL de tampé&o
de lavagem/equilibrio (50mM NaPO, pH 8,0; 300mM NaCl). Um quarto do volume final foi
transferido a um novo tubo e misturado a 15 pL da reacdo de sintese das proteinas
recombinantes expressas in vitro agitando os tubos por 10 vezes, 10 seg e, entdo, centrifugada
a 13.000 r.p.m. por 1 min, sendo o sobrenadante descartado. A resina foi lavada trés vezes em
400 pL de tampdo de lavagem/equilibrio, seguida de centrifugacdo e descarte do
sobrenadante. As proteinas foram eluidas em 100 pL de tampdo de elui¢cdo (50mM NaPO, pH
8,0; 300mM NacCl; 250mM imidazole). As proteinas eluidas foram concentradas e purificadas
em filtros Amicon Ultra 0,5 Ym-30 (Millipore) para um volume final de 20 pL, segundo
instrucdes do fabricante. As proteinas purificadas foram analisadas em SDS-PAGE pré-
fabricados Mini-Protean TGX 4-20% Precast Gel e visualizados no scanner Fujifilm LAS-

4000 no modo de fluorescéncia.
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5 Resultados
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5.1 Analise de extrato proteico total de diferentes fases de

desenvolvimento do Schistosoma mansoni por 2D-PAGE

Este trabalho foi iniciado pela extracdo e separacdo de proteinas totais das diferentes
fases de desenvolvimento do parasito S. mansoni que entram em contato com o hospedeiro
vertebrado (cercéria, esquistossomulo, verme adulto e ovo) através de eletroforese
bidimensional (2-DE). Os resultados indicaram que, como ja descrito na literatura (Curwen et
al., 2004), o perfil de separacdo dos extratos de proteina total em géis bidimensionais (2D-
PAGE), utilizando fitas de IPG de 7 cm pH 3-10 e SDS-PAGE 12%, é diferente para cada
forma do ciclo de vida do parasito. Obtivemos um perfil de 2-DE com boa resolu¢édo, poucos
arrastes e muitos spots bem definidos em todas as fases analisadas (Fig. 4). As etapas

seguintes deste trabalho foram realizadas com proteinas de verme adulto de S. mansoni.

5.2 ldentificacédo de antigenos de verme adulto de Schistosoma mansoni

reconhecidos pelo pool de soro de individuos infectados

2D-PAGEs corados por Azul de Coomassie Colloidal foram obtidos utilizando fitas de
IPG de diferentes faixas de pH (3-10, 3-10NL e 5-8) a fim de visualizar o padrdo de separacédo
do extrato proteico AW-TOT de S. mansoni. Todas as diferentes faixas de pH das fitas de IPG
utilizadas mostraram boa resolugcdo dos spots e poucos arrastes no 2D-PAGE. Os spots
proteicos foram resolvidos em uma ampla faixa de pH e de massa molecular (Fig. 5 A).

Uma vez otimizado o protocolo de separagdo de proteina total do parasito atraves de 2-
DE, partimos para a realizagdo dos experimentos de Western-blotting bidimensional (2D-
WB). 2D-WB foi primeiramente realizado utilizando extrato proteico total de verme adulto de
S. mansoni e um pool de soro de individuos infectados de area endémica (INF).

Experimentos de 2D-WB correspondentes a cada uma das fitas de IPG de diferentes
faixas de pH foram realizados a fim de determinar a faixa de pH onde uma melhor separagéo
de spots imunogénicos seria alcangada quando utilizado pool de soro INF e extrato proteico
AW-TOT (Fig. 5 B). A utilizagéo de fitas de IPG de faixas de pH 3-10, 3-10NL e 5-8 mostrou
gue alguns spots antigénicos distintos foram evidenciados quando utilizada cada uma das fitas
de IPG de faixas de pH diferentes. Embora a maioria das proteinas antigénicas tenham sido
comumente identificadas nas diversas faixas de pH, algumas proteinas foram identificadas
exclusivamente em uma faixa de pH especifica, aumentando assim o numero total de
proteinas imunogénicas identificadas (Tab. 5). Uma vez que 0s spots imunogénicos

apresentam padrdes distintos de resolucdo e separacdo utilizando as fitas de diferentes faixas
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kDa _ pH3-10____ kba _____ pH3-10

Figura 4: Perfil eletroforético bidimensional de extrato proteico total de diferentes fases
de desenvolvimento do Schistosoma mansoni. 100 pg de proteina total de verme adulto (A),
esquistossémulo (B), cercaria (C) ou ovo (D) foram separadas por eletroforese bidimensional
utilizando fitas de IPG de 7 cm pH 3-10 e SDS-PAGE 12%. Os géis foram corados por Azul
de Coomassie Colloidal.
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Figura 5: 2D-PAGEs de extratos proteicos de verme adulto de Schistosoma mansoni
utilizando fitas de IPG de diferentes faixas de pH e respectivos 2D-WBs utilizando pool
de soro de individuos infectados. A) 2D-PAGEs de extrato proteico total de verme adulto
(AW-TOT) e de tegumento (AW-TEG) utilizando fitas de IPG de 7 cm pH 3-10, pH 3-10NL
e pH 5-8 e SDS-PAGE 12%, corados por Azul de Coomassie Colloidal. B) 2D-WBs
correspondentes utilizando pool de soro de individuos infectados com S. mansoni (INF) e
anti-lg total humana conjugada a HRP. Os circulos cheios indicam uma regido de spots
proteicos pouco visiveis no 2D-PAGE e altamente imunogénicos ao pool de soro INF no 2D-
WB, enquanto os circulos pontilhados indicam uma regido de spots proteicos fortemente
corados no 2D-PAGE e fracamente ou ndo imunogénicos ao pool de soro INF. C) Esquema
representativo dos spots imunogénicos ao pool de soro INF que foram excisados do
respectivo 2D-PAGE para identificacdo por espectrometria de massas. Circulos pretos
representam proteinas imunogénicas excisadas e identificadas por MS/MS, enquanto circulos
cinzas indicam proteinas imunogénicas excisadas, mas nado identificadas. Todas as proteinas
identificadas estédo listadas na Tabela 5. Este experimento é representativo de trés réplicas.
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Tabela 5: Proteinas imunogénicas aos pools de soro de individuos de area endémica para
a esquistossomose identificadas nos experimentos de 2D-WB.

. 3-10 3-10 5-8 3-10
. Identidade : f ;
Proteinas dos genes linear NL linear linear
g AW-TOT AW-TOT : AW-TOT : AW-TEG
14.3.3 [epsilon isoform] Smp_034840.3 X X X X
14.3.3 [zeta isoform] Smp_009760 X X X
Actin-1* Smp_046600 X X X X
Aldehyde dehydrogenase Smp_050390 X X X X
Antigen Sm 21.7 Smp_086480 X X
Annexin® Smp_162170.2 X
Arginase Smp_059980 X
ATP synthase [alpha subunit mitochondrial] Smp_002880.2 X X
ATP synthase [beta subunit] Smp_038100 X X
ATP: guanidino kinase (Smc 74) Smp_194770 X
Cathepsin B1 [isotype 1] Smp_103610 X
Cathepsin B1 [isotype 2] Smp_067060 X
Cofilin actophorin Smp_120700.1 X
Dynein light chain Smp_095520 X
Enolase (Phosphopyruvate hydratase) Smp_024110 X X X X
Eukaryotic translation elongation factor Smp_143140 X
Fatty acid-binding protein (Sm14) Smp_095360.3 X
Filamin Smp_000100 X
Four and A half lim domains® Smp_048560 X X
Fructose 16-biphosphate aldolase Smp_042160.2 X X X
Gelsolin Smp_008660.2 X
Glutathione S-transferase 28kDa (GST-28) Smp_054160 X X X X
Glutathione S-transferase 26kDa (GST-26) Smp_102070 X X
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase Smp_056970.1 X X X X
Gynecophoral canal protein Smp_177050 X
Heat shock protein 70 (HSP70) Smp_182190.2 X X X
Hemoglobinase precursor (Antigen Sm32)* Smp_075800 X X X
Hydroxyacylglutathione hydrolase (Glx 1) Smp_091010 X
Major egg antigen* Smp_049300.3 X X X X
Malate dehydrogenase [cytosolic] Smp_035270.2 X X
Malate dehydrogenase [mitochondrial] Smp_047370 X
Myosin regulatory light chain Smp_132670 X X X
Ng,ng- dimethylarginine dimethylaminohydrolase Smp_052560 X X
Phosphoglycerate kinase Smp_1172460 X X X
Phosphoglycerate mutase Smp_096760 X X X X
Protein disulfide-isomerase ER-60 precursor Smp_079770 X
Reticulocalbin® Smp_147680 X X X
Schistosoma mansoni, expressed protein Smp_171780 X X
Short-chain dehydrogenase’ Smp_081430 X
Superoxide dismutase [Cu-Zn] Smp_176200.2 X
Superoxide dismutase [Mn] Smp_056440 X
Transketolase Smp_059790.2 X
Trimeric G-protein alpha o subunit Smp_016630.2 X
Triose phosphate isomerase Smp_003990 X X
Troponin I [S. japonicum]* 0il226481381 X
Troponin T Smp_179810 X
Tubulin alpha chain Smp_016780 X
Numero total de proteinas identificadas: 47 22 29 18 25

Proteinas nomeadas segundo o banco de da

Reticulocalbina foram co-extraidas do mesmo spo
do mesmo spot que uma das Major Eqgg

que Four and A Half Lim Domains; ™:

Antigen;

‘nomeadas S o0s SchistoDB com algumas modificagoes. Todas as especificacoes
das proteinas identificadas podem ser encontradas no site schistodb.net de acordo com seu Smp. AW-TOT:
extrato proteico total de verme adulto, AW-TEG: extrato proteico de tegumento de yerme adulto. : Actina e

3

selecionadas para a otimizacdo da expressao de proteina recombinante in vitro, no sistema livre de células.

t, exceto na fita de IPG de pH 5-8; *: Anexina foi co-extraida
1; “:Short-chain Dehydrogenase foi co-extraida do mesmo spot
Troponina | de S. japonicum sem Smp correspondente; *: proteinas
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de pH, a correspondéncia de um mesmo spot proteico entre os diferentes 2D-PAGESs torna-se
invidvel.

Extrato proteico do tegumento de verme adulto (AW-TEG) foi também utilizado a fim
de enriquecer a andlise com proteinas do parasito imunologicamente expostas. O extrato
proteico AW-TEG foi separado em fita de IPG pH 3-10 e foi observado um padrdo de 2D-
PAGE e 2D-WB similar ao encontrado para o extrato proteico AW-TOT, embora existam
spots proteicos exclusivos de cada extrato (Fig. 5 e Tab. 5).

Sobrepondo o filme de raio-X do 2D-WB e o0 2D-PAGE correspondente corado por
Azul de Coomassie Colloidal observamos que ndo existe uma correlacdo direta entre a
quantidade de proteina presente nos extratos proteicos AW-TOT e AW-TEG e 0 seu grau de
antigenicidade. Embora a maioria dos spots imunogénicos reconhecidos pelo pool de soro
INF tenham sido visualizados no 2D-PAGE correspondente, foram observados alguns spots
proteicos fracamente ou ndo visiveis no 2D-PAGE que sdo altamente imunogénicos. Por
outro lado, existem proteinas muito expressas, cujos spots foram fortemente corados no 2D-
PAGE, mas que sdo fracamente ou ndo sdo imunogénicos. Os circulos na Figura 5 (A e B)
indicam regibes no 2D-PAGE e 2D-WB correspondente onde estdo localizados alguns
exemplos destes spots. A maioria das proteinas imunogénicas possuem um pl acima de 6,5 e
massa molecular acima de 25 kDa.

Os spots proteicos imunogénicos ao pool de soro INF detectados utilizando as fitas de
IPG de diferentes faixas de pH foram excisados do 2D-PAGE correspondente corado por
Azul de Coomassie Colloidal e submetidos a analises por espectrometria de massas para
identificacdo das proteinas. A partir do 2D-PAGE usando extrato proteico AW-TOT e fita de
IPG pH 3-10 foram excisados 37 spots imunogénicos. Outros 37 spots foram excisados a
partir do 2D-PAGE com fita de IPG pH 3-10NL e 39 spots do 2D-PAGE com fita de IPG pH
5-8. A partir do 2D-PAGE usando extrato proteico AW-TEG e fita de IPG pH 3-10 foram
excisados 36 spots imunogénicos. Estes spots estdo representados na Figura 5 C. Circulos
pretos na Figura 5 C representam spots que foram identificados com sucesso e circulos cinzas,
spots que ndo foram identificados pela espectrometria de massas.

No total, 47 diferentes proteinas de S. mansoni imunogénicas aos pools de soro de
individuos de area endémica foram identificadas neste trabalho. Destas, 22 proteinas foram
identificadas utilizando fita de IPG pH 3-10, 29 utilizando fita de IPG pH 3-10NL e 18
utilizando fita de IPG pH 5-8 com extrato proteico AW-TOT, enquanto 25 proteinas foram
identificadas utilizando fita de IPG pH 3-10 com extrato proteico AW-TEG (Tab. 5).
Algumas destas proteinas foram identificadas utilizando fitas de IPG com diferentes faixas de

pH, e outras foram identificadas em apenas uma faixa de pH. Além disto, 9 proteinas
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imunogénicas foram identificadas apenas quando extrato proteico AW-TEG foi utilizado. O
pool de soro INF foi imunorreativo a 46 destas proteinas de S. mansoni identificadas, uma vez
que ndo foi imunorreativo ao Fator Eucariotico de Elongamento da Tradug&o, a Unica proteina
imunogénica exclusivamente ao pool de soro NE, como sera descrito mais adiante. A lista de
proteinas imunogénicas inclui o Smp (Schistosoma mansoni protein identification number)
proveniente das proteinas identificadas em pelo menos um dos experimentos da triplicata
realizada. Ocasionalmente, a mesma proteina foi identificada em mais de um spot no mesmo
2D-WB, indicando a existéncia de formas variantes da mesma proteina que mantém o perfil
imunogénico, provenientes, por exemplo, de modificagbes pds-transducionais, splicing
alternativo, ou de duplicacdo génica. Sendo assim, todos 0s spots antigénicos correspondentes

a um mesmo Smp foram listados na Tabela 5 como provenientes de uma mesma proteina.

5.3 Comparacao do perfil antigénico de proteinas de verme adulto de
Schistosoma mansoni utilizando pool de soro de individuos infectados e

nao infectados de area endémica

Com o objetivo de identificarmos antigenos reconhecidos diferencialmente pelo soro
de individuos infectados com S. mansoni (INF) e ndo infectados (NE) de area endémica,
foram realizados experimentos de 2D-WB utilizando um pool de soro de cada um destes dois
grupos separadamente. Um pool de soro de individuos ndo infectados e ndo residentes em
area endémica (NI) foi também utilizado. Extrato proteico AW-TOT e AW-TEG foram
separados em fitas de IPG pH 3-10. Quatro 2D-PAGEs foram realizados simultaneamente e
sob as mesmas condicdes. Um dos geis foi corado por Azul de Coomassie Colloidal para
excisdo de spots e identificacdo das proteinas por espectrometria de massas, enquanto 0s
outros trés géis foram utilizados para transferéncia das proteinas para membranas de PVDF e
posterior incubacdo com os diferentes pools de soro INF, NE e NI, separadamente.

VariacOes no nivel de intensidade da reacéo foram visualizadas nos 2D-WBs usando a
mesma diluicdo dos trés pools de soro. No geral, um padrédo similar de spots imunogénicos foi
observado, mas com maior intensidade do sinal de reacdo quando foi utilizado o pool de soro
INF quando comparado ao de NE, que por sua vez apresentou um sinal de reacdo mais intenso
que o de NI (Fig. 6). As diferencas encontradas no sinal da reacéo se devem exclusivamente a
intensidade de reacdo com os diferentes pools de soro, uma vez que as membranas de um
mesmo experimento de 2D-WB foram expostas ao mesmo filme de raio-X e, portanto,
reveladas simultaneamente.

VariagGes qualitativas de spots imunogénicos também foram visualizadas nos

experimentos de 2D-WB. Usando os extratos proteicos AW-TOT e AW-TEG foram
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Figura 6: 2D-WB de extrato proteico total e de tegumento de verme adulto de
Schistosoma mansoni utilizando pool de soro de individuos infectados e néo infectados de
area endémica para a esquistossomose mansbnica e ndo infectados de &area nao
endémica. Extrato protéico total (AW-TOT) e de tegumento (AW-TEG) de verme adulto
foram separados por 2-DE utilizando fitas de IPG de 7 cm pH 3-10 e SDS-PAGE 12%. As
proteinas foram transferidas para membranas de PVDF e incubadas com pool de soro de
individuos infectados (INF) e ndo infectados (NE) de area endémica para a esquistossomose €
ndo infectados de &rea ndo endémica (NI), seguido de incubagdo com anti-lg total humana
conjugada a HRP. Circulos, setas e cabeca de seta indicam spots proteicos imunogénicos
visualizados exclusivamente com o pool de soro INF, enquanto o circulo pontilhado indica
spot visualizado exclusivamente com o pool de soro NE. Este experimento é representativo de
trés réplicas.
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observados 9 spots proteicos que reagiram exclusivamente com o pool de soro INF e um
Unico spot proteico que reagiu apenas com o pool de soro NE.

Dos spots que reagiram exclusivamente com o pool de soro INF, alguns spots
altamente imunogénicos foram visualizados no 2D-WB localizados em uma posicdo de
aproximadamente 40 kDa e pH 7, como os indicados por circulos na Figura 6.
Interessantemente, os spots correspondentes no 2D-PAGE foram fracamente corados pelo
Azul de Coomassie Colloidal. Os spots excisados desta regido do 2D-PAGE correspondente
foram identificados por espectrometria de massas como Major Egg Antigen, Anexina e
Troponina T. Dois spots correspondendo a proteina Major Egg Antigen foram identificados
em todos os experimentos de 2D-WB da triplicata de ambos os extratos proteicos de verme
adulto (spots 14 e 15, Figura 7 e Tabela 6). Um terceiro spot correspondente a Major Egg
Antigen foi identificado em todos os experimentos de 2D-WB da triplicata do extrato proteico
AW-TEG (spot 42, Figura 7 e Tabela 6). A presenca de spots imunogénicos ao pool de soro
INF identificados como Major Egg Antigen foi também verificada no extrato proteico AW-
TOT utilizado fitas de IPG pH 3-10NL e 5-8, como ja descrito anteriormente (Tab. 5). A
proteina Anexina foi identificada em todos os experimentos de 2D-WB da triplicata utilizando
extrato proteico AW-TEG, sendo co-extraida com a proteina Major Egg Antigen devido a
localizagdo muito proxima destes spots proteicos (spot 41, Figura 7 e Tabela 6). Dois spots
correspondentes a proteina Troponina T foram identificados no extrato proteico AW-TOT
(spots 31 e 32, Figura 7 e Tabela 6). No entanto, o spot 32 foi reativo em 2 experimentos de
2D-WB da triplicata e o spot 31 em apenas 1 experimento. Quando utilizado anti-IgG1 e anti-
IgG3 como anticorpo secundario no 2D-WB, estes spots altamente imunogénicos ndo foram
visualizados, mesmo usando o pool de soro INF (Fig. 8).

Dois outros spots localizados acima de 60 kDa e em uma faixa de pH entre 6 e 7
também imunorreagiram exclusivamente ao pool de soro INF em todos os experimentos de
2D-WB da triplicata do extrato proteico AW-TEG, como indicados pelas setas na Figura 6.
As proteinas correspondentes a estes spots foram identificadas como Precursor de Disulfeto
Isomerase ER-60 (spot 44, Figura 7 e Tabela 6) e Filamina (spot 45, Figura 7 e Tabela 6).

Do spot 21 (Figura 7 e Tabela 6), posicionado na extremidade de pH acido e em torno
de 45 kDa no 2D-PAGE, foram co-extraidas duas proteinas: Actina e Reticulocalbina. Este
spot foi visualizado em todos os experimentos de 2D-WB da triplicata do extrato proteico
AW-TEG e em um experimento de 2D-WB da triplicata do extrato proteico AW-TOT,
exclusivamente quando foi utilizado o pool de soro INF, como indicado pela cabeca de seta

na Figura 6.
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Figura 7: Indicacao no 2D-PAGE dos spots imunogénicos identificados nos experimentos
de 2D-WB. Extrato proteico total (AW-TOT) e de tegumento (AW-TEG) de verme adulto de
S. mansoni foram separados por 2-DE utilizando fita de IPG de 7 cm pH 3-10 e SDS-PAGE
12%. Os geis foram corados por Azul de Coomassie Colloidal. Os spots proteicos
imunogénicos ao pool de soro INF, NE e/ou NI nos experimentos de 2D-WB foram excisados
do respectivo 2D-PAGE para identificacdo por espectrometria de massas. Os spots proteicos
identificados estdo indicados pelos nimeros nesta figura e listados na Tabela 6. Este
experimento é representativo de trés replicas.
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Tabela 6: Spots imunogénicos ao pool de soro de individuos infectados e ndo infectados
de area endémica e ndo infectados de area ndo endémica para a esquistossomose
identificados nos experimentos de 2D-WB utilizando extrato proteico total e de
tegumento de verme adulto de Schistosoma mansoni.

NUmero Proteina AW-TOT AW-TEG

do spot INF  NE @ NI INF NE NI
1 Fatty acid-binding protein (Sm14) 1 1 1 1 1 1
2 Superoxide dismutase [Mn] 1 1 1 1 1 1
3 14.3.3 zeta isoform 2 2 1 2 2 1
4 Glutathione S-transferase 28kDa / Phosphoglycerate mutase 1 0 0 3 3 3
5 Glutathione S-transferase 28kDa 3 3 2 3 3 3
6 Glutathione S-transferase 28kDa 3 3 2 3 3 3
7 Phosphoglycerate mutase - - - 3 3 3
8 Triose phosphate isomerase 2 2 1 3 3 3
9 Phosphoglycerate mutase 1 1 1 3 3 3
10 14.3.3 epsilon isoform 2 2 1 2 2 1
11 Hemoglobinase precursor 3 3 2 2 2 1
12 Malate dehydrogenase 1 1 0 3 3 1
13 Glyceraldehyde-3-phophate dehydrogenase 1 1 1 3 3 3
14 Major egg antigen 3] 0 0 3 0 0
15 Major egg antigen 3] 0 0 3 0 0
16 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 2 2 2 3 3 3
17 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 3 3 3 3 3 3
18 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 3] 3] 3] 3 3 3
19 Frutose 16-biphosphate aldolase / Phosphoglycerate kinase 3] 3] 2 3 3 3
20 Fructose 16-biphosphate aldolase 3] 3] 3] 3 3 3
21 Reticulocalbin / Actin-1 1 0 0 3 0 0
22 Enolase (Phosphopyruvate hydratase) 3 3 2 3 3 3
23 Aldehyde dehydrogenase 2 2 1 3 3 3
24 Transketolase 1 0 0 2 2 0
25 Glutathione S-transferase 26kDa 2 2 1 - - -
26 Troponin | (S. japonicum) 3 3 2 - - -
27 Myosin regulatory light chain 2 2 1 - -
28 Schistosoma mansoni, expressed protein 2 2 1 - - -
29 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 1 1 1 - - -
30 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 1 0 0 - - -
31 Troponin T 1 0 0 - - -
32 Troponin T 2 0 0 - - -
33 Fructose 16-biphosphate aldolase 3 2 2 3 3 3
34 ATP synthase alpha subunit mitochondrial 3 2 2 - - -
B5 Heat shock protein 70 (HSP70) 2 0 1 - - -
36 Glutathione S-transferase 28kDa / Phosphoglycerate mutase - - - 3 2 1
37 Hydroxyacylglutathione hydrolase (Glx I1) - - - 3 2 1
38 Four and A half lim domains - - - 3 3 3
39 Short chain dehydrogenase / Four and A half lim domain - - - 1 1 1
40 Eukaryotic translation elongation factor - - - 0 2 0
41 Annexin / Major egg antigen - - - 3 0 0
42 Major egg antigen - - - 3 0 0
43 Aldehyde dehydrogenase - - - 3 3 3
44 Protein disulfide-isomerase ER-60 precursor - - - 3 0 0
45 Filamin - - - 3 0 0
46 No hit 3 2 1 2 2 1

AW-TOT: extrato proteico total de verme adulto, AW-TEG: extrato proteico de tegumento de verme adulto.
INF: 2D-WB realizado com pool de soro de individuos infectados; NE: 2D-WB realizado com pool de soro de
individuos ndo infectados de area endémica; NI: 2D-WB realizado com pool de soro de individuos ndo
infectados de area ndo endémica. Os nimeros (0, 1, 2 e 3) indicam o nimero de experimentos nos quais cada
spot foi detectado na triplicata. (-): spots ndo identificados em um dos extratos proteicos. Em negrito, proteinas
imunogénicas exclusivamente ao pool de soro INF; e em realce, a proteina reconhecida exclusivamente pelo
pool de soro NE. A numeracdo dos spots se correlaciona a Figura 7.
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Figura 8: 2D-WB de extrato proteico total de verme adulto de Schistosoma mansoni
utilizando pool de soro de individuos infectados e anticorpos secundarios anti-lg total,
anti-1gG1 e anti-1gG3. Extrato proteico AW-TOT foi separado por 2-DE utilizando fita de
IPG de 7 cm pH 3-10 e SDS-PAGE 12%. As proteinas foram transferidas para membranas de
PVDF e incubadas com pool de soro INF seguido de incubagdo com anticorpos secundarios
anti-lg total humana (A), anti-IgG1 humana (B) e anti-lgG3 humana (C) conjugados a HRP.
A seta indica uma regido de spots proteicos imunogénicos ao pool de soro INF visualizada
apenas quando foi utilizado anti-Ig total humana.
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A proteina Transcetolase (spot 24, Figura 7 e Tabela 6) foi identificada como um spot
imunogénico exclusivo do pool de soro INF em um experimento de 2D-WB da triplicata do
extrato proteico AW-TOT, embora esta proteina tenha sido imunogénica aos pools de soro
INF e NE em dois experimentos de 2D-WB da triplicata do extrato proteico AW-TEG.

Apenas um spot reagiu exclusivamente com o pool de soro NE em dois experimentos
de 2D-WB da triplicata do extrato proteico AW-TEG. Este spot corresponde ao Fator
Eucaridtico de Elongamento da Traducéo (spot 40, Figura 7 e Tabela 6) e esta posicionado em
uma extremidade de pH bésico e em torno de 33 kDa, como indicado pelo circulo pontilhado
na Figura 6. Embora altamente imunogénico, esta proteina apresenta um baixo nivel de
expressao no extrato proteico AW-TEG, uma vez que o spot foi fracamente corado pelo Azul
de Coomassie Colloidal.

Todas as proteinas imunogénicas foram agrupadas por distancia Euclidiana utilizando
0 método complete-linkage de acordo com o padrédo de reatividade aos pools de soro INF, NE
e NI, obtido em trés replicas dos experimentos de 2D-WB. Usando a representacdo de heat
map foi possivel observar que a clusterizacdo separou grupos de proteinas com padrdes
distintos de reatividade. Além disso, através desta representacao foi possivel observar que o
perfil antigénico de proteinas dos extratos AW-TOT e AW-TEG frente ao pool de soro NE se
assemelha mais ao perfil encontrado para NI do que para o pool de soro INF (Fig. 9).

O perfil de reconhecimento antigénico obtido quando anticorpos secundarios anti-
IgG1 e anti-lgG3 foram utilizados para detectar proteinas do extrato AW-TOT imunogénicas
aos diferentes pools de soro INF, NE e NI ndo indicou uma nitida diferenca entre o padréo de
spots imunogénicos aos diferentes soros. Sendo assim, ndo foi realizada a identificacdo dos
spots imunogénicos nestes experimentos de 2D-WB (Fig. 10).

Experimentos de 2D-WB com extrato proteico total de verme adulto de S. mansoni
foram realizados utilizando individualmente soro de 4 individuos infectados para a
esquistossomose, que apresentam diferentes cargas parasitarias refletidas no numero de ovos
por grama de fezes (individuos com nimero de identificacdo: 128, 214, 329 e 514, Tabela 2) a
fim de verificar se o perfil antigénico é similar entre as amostras de soro em estudo. Uma vez
gue a maioria dos spots reconhecidos pelo pool de soro INF esta localizada em uma regido de
pH neutro, utilizamos fitas de IPG pH 5-8 para melhor separa-los. Uma desvantagem € que
apesar de obter uma melhor separacdo das proteinas reconhecidas pelo soro INF, ndo é
possivel analisar as proteinas que apresentam pl mais extremos, como abaixo de 5 e acima de
8. O perfil antigénico de proteinas obtido para cada amostra de soro de INF demonstrou ser

bastante similar entre eles e entre o pool de soro INF. Como mostrado anteriormente, alguns
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INF
NE
NI

o
INF
NE
NI

17-Glyceraldehyde-3-phophate dehydrogenase 13-Glyceraldehyde-3-phophate dehydrogenase
18-Glyceraldehyde-3-phophate dehydrogenase 16-Glyceraldehyde-3-phophate dehydrogenase
20-Frutose 16-biphosphate aldolase 17-Glyceraldehyde-3-phophate dehydrogenase
11-Hemoglobinase precursor 18-Glyceraldehyde-3-phophate dehydrogenase
S-Glutatione S-transferase 28kDa 9-Phosphoglycerate mutase
6-Glutatione S-transferase 28kDa 8-Triose phosphate isomerase

26-Troponin I (S. japonicum) 7-Phosphoglycerate mutase

22-Enolase (Phosphopyruvate hydratase) 6-Glutatione S-transferase 28kDa

19-Frutose 16-biphosphate aldolase / Phosphoglycerate kinase 4-Glutatione S-transferase 28kDa / Phosphoglycerate mutase
33-Frutose 16-biphosphate aldolase S-Glutatione S-transferase 28kDa

34-ATP synthase alpha subunit mitochondrial 43-aldehyde dehydrogenase

16-Glyceraldehyde-3-phophate dehydrogenase 38-Four and A half lim domains

3-14.3.3 zeta isoform 33-Frutose 16-biphosphate aldolase

8-Triose phosphate isomerase 23-Aldehyde dehydrogenase

10-14.3.3 epsilon isoform 22-Enolase (Phosphopyruvate hydratase)

28-Schistosoma mansoni, expressed protein 20-Frutose 16-biphosphate aldolase

27-Myosin requlatory light chain 19-Frutose 16-biphosphate aldolase / Phosphoglycerate kinase
25-Glutatione S-transferase 26kDa 12-Malate dehydrogenase

23-Aldehyde dehydrogenase 11-Hemoglobinase precursor

46-No hit 10-14.3.3 epsilon isoform

1-Fatty acid-binding protein (Sml4) 3-14.3.3 zeta isoform

2-Superoxide dismutase [Mn] 46-No hit

9-Phosphoglycerate mutase 36-Glutatione S-transferase 28kDa / Phosphoglycerate mutase
29-Glyceraldehyde-3-phophate dehydrogenase 37-Hydroxyacylglutathione hydrolase (Glx II)
13-Glyceraldehyde-3-phophate dehydrogenase 24-Transketolase

12-Malate dehydrogenase 14-Major egg antigen *

21-Reticulocalbin / Actin-1 % 15-Major egg antigen %

4-Glutatione S-transferase 28kDa / Phosphoglycerate mutase %k 21-Reticulocalbin / Actin-1 %

31-Troponin T % 41-Annexin / Major egqg antigen 3k
30-Glyceraldehyde-3-phophate dehydrogenase % 42-Major egg antigen %

24-Transketolase %k 44-Protein disulfide-isomerase ER-60 precursor x

14-Major egg ant@gen 3 45-Filamin %

15-Major egg antigen % 1-Fatty acid-binding protein (Sm14)

32-Troponin T % 2-Superoxide dismutase [Mn]

35-Heat shock protein 70 (HSP70) 39-Short-chain dehydrogenase / Four and A half lim domain
36-Glutatione S-transferase 28kDa / Phosphoglycerate mutase 40-Eukaryotic translation elongation factor #

37-Hydroxyacylglutathione hydrolase (Glx II) 25-Glutatione S-transferase 26kDa
7-Phosphoglycerate mutase 26-Troponin I (S. japonicum)
45-Filamin 27-Myosin regulatory light chain

44-Protein disulfide-isomerase ER-60 precursor 28-Schistosoma mansoni, expressed protein

43-Aldehyde dehydrogenase 29-Glyceraldehyde-3-phophate dehydrogenase

42-Major egg antigen . 30-Glyceraldehyde-3-phophate dehydrogenase
41-Annexin / Major egg antigen 31-Troponin T

40-Eukaryotic translation elongation factor 32-Troponin T
39-Short-chain dehydrogenase / Four and A half lim domain 34-ATP synthase alpha subunit mitochondrial

38-Four and A& half lim domains 35-Heat shock protein 70 (HSP70)

Bl N> BN+t EEo W absent

Figura 9: Representacdo por Heat Map de proteinas de verme adulto de Schistosoma mansoni imunogénicas aos diferentes pools de soro
utilizados. Extrato proteico total (A) e de tegumento (B) de verme adulto de S. mansoni foram analisados por 2D-WB e as proteinas identificadas por
espectrometria de massas foram agrupadas de acordo com o padrdo de reatividade aos pools de soro de individuos infectados (INF), ndo infectados
(NE) de area endémica e nao infectados de area ndo endémica (NI), em trés experimentos de 2D-WB. Um padrdo de reatividade positiva em todos 0s
trés experimentos esta representado pela cor vermelha e a auséncia de reatividade pela cor preta. Proteinas que ndo foram identificadas em um dos
extratos proteicos estdo representadas pela cor cinza. Proteinas que reagiram exclusivamente ao pool de soro INF (*) e proteina que reagiu
exclusivamente ao pool de soro NE (#).
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Figura 10: 2D-WB de extrato proteico total de verme adulto de Schistosoma mansoni
utilizando pools de soro de individuos infectados, nao infectados de area endémica e ndo
infectados para a esquistossomose reconhecidos por anti-lgGl e anti-lgG3. Extrato
proteico AW-TOT foi separado por 2-DE utilizando fita de IPG de 7 cm pH 3-10 e SDS-
PAGE 12%. As proteinas foram transferidas para membranas de PVDF e incubadas com pool
de soro de individuos infectados (INF) e ndo infectados (NE) de area endémica para a
esquistossomose e ndo infectados de area ndo endémica (NI), seguido de incubagdo com
anticorpo secundario anti-lIgG1 (A) e anti-lgG3 (B) humana conjugada a HRP.
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spots foram imunogénicos exclusivamente ao soro INF, em pool e individualmente, como os
indicados pelos circulos na Figura 11. Sendo assim, verificamos que o reconhecimento destes
spots é uniforme entre as amostras de soro INF analisadas.

Os resultados até aqui descritos foram compilados em forma de artigo cientifico
intitulado Serological screening of the Schistosoma mansoni adult worms proteome, o qual

sera submetido para publicacdo, apos definicdo do processo de depdsito de patente.

5.4 ldentificacdo de glicoproteinas no extrato proteico total de verme

adulto de Schistosoma mansoni

O corante Pro-Q Emerald 488 foi utilizado a fim de verificar a existéncia de
glicoproteinas no extrato proteico AW-TOT de S. mansoni. O grupamento glicol presente na
glicoproteina € inicialmente oxidado a aldeido pelo &cido periédico. O corante Pro-Q
Emerald reage entdo com o aldeido formando um conjugado fluorescente (Hart, 2003).
Quando o extrato proteico AW-TOT foi submetido a separacdo por 2-DE e a coloracéo por
Pro-Q Emerald, alguns spots fluorescentes nitidos foram observados no 2D-PAGE
provenientes da ligacdo do corante (Fig. 12 A e B). Foram extraidos 24 spots do 2D-PAGE
para a identificacdo pela espectrometria de massas, no entanto, apenas 9 foram identificados.
Todos os spots identificados estdo localizados no 2D-PAGE na posicdo correspondente a
massa tedrica, com excecdo do spot 9 correspondente a Calreticulina. O spot 7 provavelmente
corresponde a proteina Hemoglobinase madura de 32 kDa, que apresenta massa molecular
menor do que o seu precursor aqui identificado por MS/MS (Fig. 12). As proteinas
identificadas tiveram suas sequéncias submetidas a ferramentas de predicdo de sitios de
glicosilacdo, sendo identificados alguns possiveis sitios de N- e/ou O-glicosilacdo para cada

uma das proteinas (Fig. 12 C).
5.5 Identificacdo de diferentes subclasses de carboidratos de
glicoproteinas presentes no extrato proteico total de verme adulto de
Schistosoma mansoni

Diferentes lectinas, proteinas que se ligam a carboidratos especificos, marcadas com
digoxigenina foram utilizadas para a deteccdo de proteinas glicosiladas por diferentes
subclasses de carboidratos presentes no extrato proteico AW-TOT de S. mansoni. Além disto,
as lectinas também foram utilizadas para verificar a acdo do tratamento com

periodato/borohidreto sobre estas glicoproteinas. O tratamento com periodato/borohidreto €

efetivo quando a lectina torna-se incapaz de reconhecer o respectivo carboidrato, uma vez que
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Figura 11: 2D-WB de extrato proteico total de verme adulto de Schistosoma mansoni
utilizando soro individual de individuos infectados para a esquistossomose. A) 2D-PAGE
de extrato proteico AW-TOT utilizando fitas de IPG de 7 cm pH 5-8 e SDS-PAGE 12%,
corado por Azul de Coomassie Colloidal. B-E) 2D-WB utilizando soro individual de
individuos infectados (B: individuo 128, C: individuo 214, D: individuo 329 e E: individuo
514). F) 2D-WB utilizando o pool de soro de individuos ndo infectados de area endémica. G)
2D-WB utilizando o pool de soro de individuos infectados. H) 2D-WB utilizando o pool de
soro de individuos ndo infectados de &rea ndo endémica. Todos os 2D-WB foram realizados
utilizando soro individual e pool de soro diluidos 1:500 e anticorpo secundario anti-lg total
humana conjugada a HRP diluido 1:100.000. Os circulos indicam uma regido de spots
imunogénicos apenas ao soro de individuos infectados, em pool e individualmente.
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c Spot Proteina Identidade do Gene

Massa Tedrica (kDa) Predigdo N-Gly Predigdo O-Gly

1 14.3.3 epsilon isoform gi| 353228884
2 Tubulin subunit beta gi| 256069376
3 Aldehyde dehydrogenase gi| 256080144
4 Aldehyde dehydrogenase gi| 256080144
5 Protein disulfide-isomerase er-60 precursor (erp60) gi| 256085775
6 Glynecophoral canal protein gi| 1354127

7 Hemoglobinase precursor gi| 161019

8 Phosphoglycerate mutase gi| 256088898
9 Calreticulin gi|499349
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Figura 12: Identificacdo de glicoproteinas no extrato proteico total de verme adulto de
Schistosoma mansoni. Extrato proteico AW-TOT foi separado por 2-DE utilizando fita de
IPG de 7 cm pH 3-10 e SDS-PAGE 12%. Padrdo de massa molecular Candy Cane em kDa.
A) 2D-PAGE corado por Azul de Coomassie Colloidal. B) 2D-PAGE corado por ProQ-
Emerald. As setas indicam spots corados por ProQ-Emerald e excisados apds a coloracdo
pelo Azul de Coomassie Colloidal para identificacdo por espectrometria de massas. Os
nameros indicam os spots identificados listados em C. Em C estdo os nimero de provaveis
sitios de N-glicosilacdo (N-Gly) e O-glicosilacdo (O-Gly) preditos pelas ferramentas NetNGly
1.0 e NetOGly 3.1, respectivamente, para cada uma das proteinas identificadas. 2D-PAGE

representativo de quatro réplicas.
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este tratamento modifica a porcéo glicidica das glicoproteinas imobilizadas previamente nas
membranas de PVDF.

Inicialmente extrato proteico AW-TOT e os respectivos controles positivo e negativo
foram separados em SDS-PAGE unidimensional e os mesmos foram transferidos para
membranas de PVDF. As membranas foram subsequentemente tratadas ou ndo tratadas com
periodato/borohidreto. A presenca de glicoproteinas contendo determinadas subclasses de
carboidratos foi constatada no extrato proteico AW-TOT pelas membranas que ndo foram
tratadas com periodato/borohidreto (Fig. 13 A). A lectina GNA reconheceu fortemente
proteinas com glicosilacdo do tipo manose-manose terminal em uma ampla faixa de massa
molecular, acima de 20 kDa aproximadamente. A lectina DSA que se liga a carboidratos do
tipo Gal-GIcNAc e GIcNAc, também reconheceu proteinas em uma ampla faixa de pH. A
lectina PNA que se liga a carboidratos do tipo Gal-GalNAc, reconheceu preferencialmente as
proteinas de alta massa molecular do extrato AW-TOT. Por fim, as lectinas SNA e MAA
reconheceram fracamente proteinas com glicosilacdo do tipo &cido siélico presentes no
mesmo extrato proteico. Todas as lectinas reconheceram seus respectivos controles positivos,
como esperado.

Quando as membranas foram tratadas por periodato/borohidreto, as lectinas ndo foram
mais capazes de reconhecer as glicoproteinas do parasito presentes no extrato proteico AW-
TOT, ou mesmo o controle positivo correspondente (Fig. 13 B). A exce¢do ocorreu para a
lectina DSA que continuou reconhecendo as proteinas do extrato proteico e 0 seu respectivo
controle positivo e para a lectina MAA que ainda reconheceu o seu controle positivo. Esta
observacdo se deve ao fato de que o tratamento com periodato/borohidreto ndo afetou as
configuracdes dos carboidratos do tipo Gal-GIcNAc e GIcNAc, e de um grupo de acido
sidlico, respectivamente. Controles negativos e positivos especificos para cada uma das
lectinas foram utilizados para comprovar a eficiéncia do tratamento com
periodato/borohidreto. Este resultado mostra que o tratamento com periodato/borohidreto foi
efetivo para alguns dos principais tipos de glicosilacéo.

As mesmas lectinas descritas acima foram utilizadas para deteccéo das glicoproteinas
presentes no extrato proteico AW-TOT separado por 2-DE e imobilizado em membrana de
PVDF (Fig. 13 C). Os spots reconhecidos pelas lectinas estdo de acordo com o padréo de
bandas observadas nos respectivos SDS-PAGE unidimensionais, tanto em relagdo a massa
molecular quanto em relacdo a quantidade de bandas/spots. Um maior numero de
glicoproteinas foi reconhecido pela lectina GNA, onde foram observados spots em uma ampla

faixa de pH com massa molecular acima de 25 kDa, seguida da lectina PNA, onde foram
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Figura 13: Lectina-blots de extrato proteico total de verme adulto de Schistosoma
mansoni. Na primeira janela, SDS-PAGE 12% unidimensional de 50 ug de extrato proteico
AW-TOT (AW) e glicoproteinas controle: 1- carboxy-peptidase Y (controle positivo para
GNA), 2- transferrina (controle positivo para SNA e DSA), 3- fetuina (controle positivo para
SNA, MAA e DSA), 4- asiaslofetuina (controle positivo para DSA e PNA) e 2D-PAGE de
100 pg de extrato proteico AW-TOT utilizando fitas de IPG de 7 cm pH 3-10 e SDS-PAGE
12%, ambos os géis foram corados por Azul de Coomassie Colloidal. Nas demais janelas,
lectina-blot de proteinas imobilizadas em membranas de PVDF, a partir de SDS-PAGE e 2D-
PAGE, utilizando as lectinas DSA, GNA, SNA, PNA e MAA do Dig Glycan Differentiation
kit. A) Lectina-blot de SDS-PAGE, contendo 50 ug de extrato proteico total de verme adulto
(AW) e respectivos controles positivo (+) e negativo (-); B) Lectina-blot de SDS-PAGE
contendo 50 pg de extrato proteico total de verme adulto (AW) e respectivos controles
positivo (+) e negativo (-), apds tratamento das membranas com periodato/borohidreto; C)
Lectina-blot de 2D-PAGE de 100 ug de extrato proteico AW-TOT utilizando fitas de IPG de
7 cm pH 3-10 e SDS-PAGE 12%. O controle positivo correspondente de cada lectina foi
acrescentado junto a canaleta onde foi aplicado o padrdo de massa molecular (kDa/+). Este
experimento é representativo de duas replicatas.

Lectina-b/ot
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observados spots na extremidade de pH acido e massa molecular acima de 150 kDa. As
lectinas DSA, SNA e MAA reconheceram poucos spots de glicoproteinas.

A lectina GNA reconheceu um significativo nimero de spots na faixa de pH e massa
molecular onde se encontram 0s spots imunogénicos aos soros INF, NE e NI nos
experimentos de 2D-WB. Enquanto as lectinas SNA, DSA e MAA reconheceram poucos
spots na mesma faixa de massa molecular e pH. A lectina PNA reconheceu spots em uma
faixa de pH e massa molecular totalmente diferentes dos spots reconhecidos pelos soros nos
experimentos de 2D-WB.

5.6 Reatividade das glicoproteinas de verme adulto de Schistosoma
mansoni tratadas com periodato/borohidreto ao pool de soro de

individuos infectados para a esquistossomose

O tratamento com periodato/borohidreto foi realizado nos experimentos de 2D-WB a
fim de verificar se a imunogenicidade das proteinas do extrato proteico AW-TOT de S.
mansoni aos pools de soro INF, NE e NI seria proveniente da porcao protéica ou da porcao
glicidica de uma glicoproteina. Este tratamento modifica a por¢édo glicidica das glicoproteinas
imobilizadas nas membranas de PVDF eliminando a reatividade imunolégica que um
carboidrato possa apresentar, sem alterar a estrutura da cadeia polipeptidica (Woodward et al.,
1985).

O perfil de reconhecimento de proteinas imobilizadas em membranas tratadas pelo
periodato/borohidreto conferido pelo pool de soro de individuos infectados de area endémica
para a esquistossomose manteve-se semelhante ao perfil de reconhecimento de proteinas
imobilizadas em membranas ndo tratadas, como exemplicado pelos spots indicados pelas
setas verdes na Figura 14. O mesmo resultado foi obtido quando os pools de soro NE e NI
foram utilizados (resultados ndo mostrados). Isto indica que o reconhecimento da maioria dos
spots imunogénicos pelos diferentes soros utilizados neste trabalho é especifico contra
proteinas ou contra a por¢do polipeptidica de glicoproteinas. Entretanto, alguns spots, como
os apontados pelas setas vermelhas na Figura 14, apresentaram uma maior intensidade de
reacdo na membrana tratada, enquanto os apontados pelas setas amarelas apresentaram uma
menor intensidade de reacdo na membrana tratada, indicando uma influéncia na reatividade

gerada pela porcéo glicidica de algumas glicoproteinas.
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Figura 14: Efeito da oxidagdo por periodato sobre 2D-WB de extrato proteico total de
verme adulto de Schistosoma mansoni utilizando pool de soro de individuos infectados
para a esquistossomose. Extrato proteico AW-TOT foi separado por 2-DE utilizando fitas de
IPG de 7 cm pH 3-10 e SDS-PAGE 12%. As proteinas foram transferidas para membranas de
PVDF, em seguida tratadas ou ndo tratadas com periodato/borohidreto e incubadas com pool
de soro INF e com anti-lg total humana como anticorpo secundario. A) Membrana ndo tratada
com periodato/borohidreto. B) Membrana tratada com periodato/borohidreto. As setas verdes
indicam spots imunogénicos mesmo ap0s o0 tratamento; as setas vermelhas, spots que
apresentaram reagao imunogénica mais intensa ap0s o tratamento; as setas amarelas, spots ndo
mais imunogénicos ou pouco imunogénicos apds o tratamento com periodato/borohidreto.
Este experimento é representativo de duas réplicas.
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5.7 Otimizacdo da técnica de expressao de proteinas recombinantes in

vitro em sistema livre de células

O sistema de expressao in vitro, livre de células, € utilizado na producdo de
quantidades analiticas de proteinas, sendo capaz de sintetizar proteinas instaveis, insoluveis e
toxicas, dificeis de serem expressas in vivo. Este sistema permite uma reducdo no tempo
necessario para a expressao de proteinas, o qual é muito importante na realizagcdo de ensaios
em larga escala. Sendo assim, vérias proteinas selecionadas nos experimentos de 2D-WB
puderam ser sintetizadas de forma recombinante a fim de serem analisadas contra um painel
maior de soros e diferentes classes de imunoglobulinas.

Duas das proteinas identificadas como imunogénicas nos experimentos de 2D-WB
foram selecionadas para a otimizagdo dos experimentos de expressdo in vitro: Hemoglobinase
(Hem) e Major Egg Antigen (M]E).

O sistema de expressdo utilizando lisado de germe de trigo TNT® SP6 High-Yield
Wheat Germ Protein Expression System foi selecionado para expressdo de proteinas
recombinantes in vitro. Este sistema possibilita a expressdo de proteinas por transcricéo-
traducdo direta a partir de um molde de DNA: linear ou vetor circular. Uma cauda de
Histidina (6xHis) foi adicionada ou ndo as proteinas a fim de permitir uma posterior
purificacdo das proteinas expressas no extrato de germe de trigo.

Para a expressdo a partir de molde de DNA em vetor circular, foram desenhados
iniciadores contendo os sitios especificos para as enzimas de restricdo utilizadas para a
clonagem no vetor Flexi-vector de escolha. A regido codificadora dos genes de ambas as
proteinas foram amplificadas com sucesso usando uma biblioteca de cDNA de verme adulto
como molde. As bandas correspondentes aos fragmentos de DNA amplificados foram
observadas nos tamanhos esperados para cada um dos genes, correspondendo a 1258 pb para
a Hemoglobinase e 1087 pb para a Major Egg Antigen, com acréscimo de 18 pb quando
adicionada a cauda de 6xHis (Fig. 15). Os fragmentos amplificados foram inseridos no vetor
pF3A WG (BYDV) Flexi-vector previamente digerido com as mesmas enzimas de restricao.
Colbnias provenientes da transformacéo das construgcdes para MjE, contendo ou nédo 6xHis, e
Hem contendo 6xHis foram obtidas. Ndo foram obtidas colénias da construcéo para Hem néo
contendo 6xHis. Por sequenciamento foi comprovado que os fragmentos de DNA foram
corretamente inseridos no vetor Flexi-vector (resultado ndo mostrado). As sequéncias
inseridas apresentaram diferencas pontuais em relacdo a sequéncia depositada no banco de
dados do SchistoDB. No entanto, estas diferencas acarretavam apenas a troca de alguns
nucleotideos sem introducgdo de codon de parada ou mudanca na janela aberta de leitura.
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Figura 15: Amplificacdo da regido codificadora dos genes de Major Egg Antigen e
Hemoglobinase. Fragmentos provenientes da amplificacdo da regido codificadora da Major
Egg Antigen (MjJE) e do precursor de Hemoglobinase (Hem) foram obtidos para serem
utilizados no sistema de transcrigdo-traducdo in vitro tendo como moldes DNA linear (linear)
ou DNA circular (Flex), ambos contendo (His) ou ndo (noHis) a cauda de histidina. Produtos
da amplificacdo utilizando como molde biblioteca de cDNA de verme adulto e iniciadores
especificos foram separados em gel de agarose 1% corado por brometo de etideo. 1-
MjE/Flex/His; 2- MjE/Flex/noHis; 3- MjE/Linear/His; 4- MjE/Linear/noHis; 5-
Hem/Flex/His; 6- Hem/Flex/noHis; 7- Hem/Linear/His; 8-Hem/Linear/noHis. Peso molecular
Tridye 100 bp DNA Ladder (Biolabs) em pares de base (pb).
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Para a expressao a partir de molde de DNA linear, iniciadores foram desenhados
contendo as sequéncias correspondentes ao promotor SP6 e a sequéncia consenso de Kozak.
A regido codificadora dos genes de ambas as proteinas foram amplificadas com sucesso
usando biblioteca de cDNA de verme adulto como molde. As bandas correspondentes aos
fragmentos de DNA amplificados foram observadas nos tamanhos esperados para cada um
dos genes, correspondendo a 1275 pb para a Hemoglobinase e 1104 pb para a Major Egg
Antigen, com acréscimo de 18 pb quando adicionada a cauda de 6xHis (Fig. 15).

A utilizacdo de DNA circular contendo ambos 0s genes como molde para a expressao
in vitro mostrou ser a metodologia apropriada para a producdo destas proteinas de
Schistosoma mansoni no sistema livre de células utilizando lisado de germe de trigo. As
proteinas expressas neste sistema foram visualizadas em SDS-PAGE através da incorporacéo
de residuos de lisina fluorescente. A proteina MJE foi expressa utilizando ambas as
construcdes, contendo ou ndo a cauda de 6xHis, observando-se uma banda de massa
molecular correspondente ao valor tedrico esperado de 40,3 kDa. A proteina Hem foi expressa
apenas utilizando a construcdo contendo a cauda de 6xHis, observando-se uma banda de
massa molecular correspondente ao valor tedrico esperado de 47,7 kDa (Fig. 16). Apesar de
ser possivel a expressdo in vitro utilizando DNA linear como molde, eliminando-se assim
todas as etapas de clonagem e encurtando o0 processo de expresséo, ndo obtivemos sucesso nas
tentativas de expressdo com ambos 0s genes, contendo ou ndo a cauda de 6xHis, através desta
metodologia (Fig. 16).

Duas bandas de massa molecular de aproximadamente 17 kDa foram observadas em
todas as reagdes de transcrigdo-traducdo com os diferentes moldes de DNA testados, inclusive
quando ndo foi utilizado DNA molde na reacdo. Estas bandas correspondem a proteinas
enddgenas sintetizadas pelo TNT® SP6 High-Yield Wheat Germ Protein Expression System
que incorporam os residuos de lisina fluorescente durante a reacdo de transcricdo-traducao.
N&o foram observadas bandas quando a reacdo foi realizada na auséncia de DNA molde e
FluoroTect™ Greenyys, indicando ndo haver moléculas autofluorescentes no extrato de germe
de trigo (Fig. 16).

A expressdo in vitro da proteina recombinante MJE contendo a cauda de 6xHis foi
verificada por Western-bloting utilizando anticorpo anti-Histidina. O reconhecimento da
banda de massa molecular de 40,3 kDa correspondente ao valor tedrico esperado para MjE em
fusdo com 6xHis demonstrou ser uma forma vidvel de verificacdo da correta expressao de
proteinas recombinantes em fusdo com 6xHis in vitro quando ndo for utilizada lisina marcada

com fluorescéncia (Fig. 17).
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Figura 16: Expressdo in vitro em sistema livre de células com lisado de germe de trigo
das proteinas de Schistosoma mansoni Major Egg Antigen e Hemoglobinase. As proteinas
Major Egg Antigen (MjE) e precursor de Hemoglobinase (Hem) foram expressas in vitro
utilizando como molde: DNA linear (linear) ou DNA circular em vetor Flexi-vector (Flex),
ambos contendo (His) ou ndo (noHis) cauda de 6xHis. As proteinas marcadas por
FluoroTect™ Green,s foram analisadas em SDS-PAGE 4-20% e a imagem foi obtida por
fluorescéncia em escaner LAS-4000. Controle negativo da expressdo sem DNA contendo
FluoroTect™ Greenyys (TNT) e controle negativo da expressdo sem DNA e sem FluoroTect™
Greenyys (TNT-noFT). Padrdo de massa molecular Precision Plus Protein Kaleidoscope em
kDa.
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Figura 17: Western-blot da proteina recombinante de Schistosoma mansoni Major Egg
Antigen utilizando anticorpo anti-Histidina. Produto da reacdo da expressdo em TNT® SP6
High-Yield Wheat Germ Protein Expression System da proteina Major Egg Antigen (MjE)
utilizando como molde a sequéncia codificadora de MJE inserida no vetor Flexi-vector (Flex),
contendo (His) ou ndo (noHis) cauda de 6xHis, foi separado em SDS-PAGE 4-20% e as
proteinas imobilizadas em membrana de nitrocelulose. A membrana foi incubada com
anticorpo anti-His de camundongo seguida de incubacdo com anti-lgG de camundongo
conjugado a HRP. Controle negativo da expressdo sem DNA contendo FluoroTect™ Greenyys
(TNT) e controle negativo da expressdo sem DNA e sem FluoroTect™ Greenyys (TNT-noFT).
Padrdo de massa molecular Prestained (BioRad) em kDa.
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A proteina recombinante MJE expressa in vitro contendo a cauda de 6xHis foi
submetida a purificacdo em batch utilizando resina de niquel. A proteina foi eluida em uma
solugdo contendo 250 mM Imidazole, eliminando a maior parte das proteinas do extrato
proteico de germe de trigo no qual a proteina é expressa. Embora a proteina tenha sido
purificada com sucesso, ocorreu uma perda significativa apos a eluicdo. Devido ao seu baixo
nivel de expressdo e o baixo rendimentos da purificacdo, a banda correspondente a MjE nédo
pode ser visualizada no gel corado por Azul de Coomassie Colloidal, mas apenas pela

fluorescéncia dos residuos de lisina incorporados (Fig. 18).

5.8 Perfil de imunogenicidade das proteinas recombinantes Major Egg

Antigen e Hemoglobinase

O carater imunogénico das proteinas recombinantes Hem e MjE expressas in vitro
frente aos pools de soro INF, NE e NI-UK foi analisado por Western-bloting. As proteinas
expressas in vitro mantiveram-se reativas aos pools de soro INF e NE utilizados nos
experimentos de 2D-WB, confirmando a correta identificacdo do spot imunogénico e que a
proteina recombinante expressa in vitro manteve os epitopos imunogénicos presentes na
proteina nativa (Fig. 19).

Nos experimentos de Western-bloting a proteina recombinante MjE continuou sendo
reconhecida fortemente pelo pool de soro INF, embora fracamente pelo pool de soro NE. A
proteina recombinante Hem foi fortemente reconhecida por ambos os pools de soro INF e NE.
No entanto, uma maior intensidade de sinal foi observada com o pool de soro INF. Ambas as
proteinas recombinantes ndo foram reconhecidas pelo pool de soro NI-UK (Fig. 19).

Interessantemente, o pool de soro NI-UK reconheceu uma banda correspondente a
uma proteina de massa molecular mais alta, proveniente do extrato proteico do germe de trigo
utilizado para a expressdo in vitro das proteinas, uma vez que, mesmo na canaleta onde foi
aplicado o produto da reacdo negativa, sem DNA molde, esta banda foi reconhecida. Este
mesmo perfil de reconhecimento foi também observado quando o pool de soro dos individuos
ndo infectados dos Estados Unidos (NI) foi utilizado (dado ndo mostrado). Esta mesma banda
ndo foi reconhecida por nenhum dos pools de soro de individuos provenientes da area
endémica INF e NE (Fig. 19).
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Figura 18: Purificagdo da proteina recombinante de Schistosoma mansoni Major Egg
Antigen em fusdo com 6xHis. O produto da reacdo da expressdo in vitro da proteina Major
Egg Antigen contendo cauda de 6xHis utilizando como molde a regido codificadora de MjE
inserida em vetor Flexi-vector no TNT® SP6 High-Yield Wheat Germ Protein Expression
System foi submentido a purificacdo em resina de niquel. 1- Padrdo de massa molecular
Precision Plus Protein Kaleidoscope em kDa, 2- Produto da reacdo da expressdo néo
purificado, 3- Produto da reacdo da expressdo submetido a purificagdo em resina de niquel.
As amostras foram separadas por SDS-PAGE 4-20% e o gel foi corado por Azul de
Coomassie Colloidal (A) ou visualizado por fluorescéncia em escaner LAS-4000 (B). A
banda correspondente a MjE purificada esta indicada pela seta.
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Figura 19: Western-blot das proteinas recombinantes de Schistosoma mansoni Major Egg
Antigen e Hemoglobinase expressas in vitro. Os produtos da reacdo da expressdo em TNT®
SP6 High-Yield Wheat Germ Protein Expression System da proteina Major Egg Antigen
(MJE) (2, 5, 8) e do precursor da Hemoglobinase (Hem) (3, 6, 9) foram separados em SDS-
PAGE 4-20%, assim como o produto da reacdo negativa sem DNA molde (TNT (-)) (4, 7,
10). As proteinas foram imobilizadas em membrana de nitrocelulose as quais foram incubadas
com pool de soro INF (2, 3, 4), NE (5, 6, 7) e NI-UK (8, 9, 10). Anti-IgG humana de coelho e
anti-1gG de coelho conjugada a HRP foram utilizadas como anticorpos secundario e terciario,
respectivamente. As membranas foram reveladas por modo de quimioluminescéncia e o sinal
foi detectado em escaner LAS-4000. Padrdo de massa molecular Precision Plus Protein
Kaleidoscope em kDa na linha 1.
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59 Expressédo in vitro das demais proteinas selecionadas nos

experimentos de 2D-WB

As demais proteinas identificadas nos experimentos de 2D-WB foram expressas in
vitro pelo sistema TNT® SP6 High-Yield Wheat Germ Protein Expression System, utilizando
a regido codificadora dos respectivos genes inserida no vetor Flexi-vector como molde para a
expressao, segundo a metodologia previamente otimizada. Outras 40 proteinas foram
selecionadas para serem expressas, totalizando 42 proteinas quando incluidas as proteinas
MjE e Hem j& previamente expressas (Tab. 7).

A amplificacdo da regido codificadora dos genes correspondentes as proteinas
selecionadas pelo 2D-WB foi altamente eficiente correspondendo a 39 genes amplificados
com sucesso do total de 42 proteinas selecionadas (93%). A etapa de transformacdo de
bactérias com o vetor contendo as diferentes constru¢cbes de DNA também alcancou altos
indices de sucesso (90%) apos a inclusdo de uma etapa final de inativacdo da T4 DNA ligase
a 65°C por 5 min, obtendo-se pelo menos um clone para 38 das 42 proteinas selecionadas.
Apos sequenciamento foi comprovado que 31 construgfes de DNA apresentaram-se sem
introducdo de cddon de parada ou mudanca de janela aberta de leitura até o final da regido
codificadora (73% de sucesso). Um total de 27 proteinas de S. mansoni foram expressas pelo
sistema in vitro livre de células, como as indicadas pelas estrelas vermelhas e azuis na Figura
20, obtendo um sucesso na etapa de expressdao de 64%. Mesmo com a confirmacgdo da
sequéncia das construcdes de DNA, 5 outras proteinas expressas apresentaram massa
molecular diferente da massa molecular tedrica, como as indicadas pelas estrelas verdes na
Figura 20. Futuramente, as proteinas recombinantes serdo utilizadas em experimentos de
microarranjo de proteinas a fim de serem analisadas contra um painel maior de soros e

diferentes classes de imunoglobulinas.
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Tabela 7: Resumo experimental das proteinas identificadas pelo 2D-WB expressas in vitro em sistema TNT® SP6 High-Yield Wheat Germ
Protein Expression System.

# Proteina Proteina Smp DNA (pb) Proteina (kDa) PCR Transformagdo Sequenciamento Expressdo
3 14.3.3 zeta isoform Smp_009760 759 28 + + + +
14.3.3 epsilon isoform Smp_034840.3 750 28 + + + +
5 70,000 mol wt antigen Smp_182190.2 1914 69 + +
6 Actin Smp_046600 1131 41 + + + +
7 Aldehyde dehydrogenase Smp_050390 1476 53 + + +
8 Annexin Smp_162170.2 1098 41 + + + +
9 Arginase Smp_059980 1995 39 + + +
10 ATP synthase alpha subunit mitochondrial Smp_002880.2 1644 59
11 ATP synthase beta subunit Smp_038100 1554 55 + + + <
12 ATP: guanidino kinase (Smc74) Smp_194770 2103 94 + +
13 Cathepsin Bl isotype 1 Smp_103610 1023 38 + +
15 Eukaryotic translation elongation factor Smp_143140 591 21 > + contém o gene 2 bandas
17 Four and A half lim domains Smp_048560 1631 64
18 Frutose l6-biphosphate dehydrogenase Smp_042160.2 1092 39 + + <
19 Gelsolin Smp_008660.2 1002 38 + +
20 Glutatione S-transferase 28kDa Smp_054160 636 23 + + + +
21 Glyceraldehyde-3-phophate dehydrogenase Smp_056970.1 1017 36 + <
22 GST class mu; SM26/2 antigen Smp_102070 657 93 + + + +
26 Hydroxyacylglutathione hydrolase Smp_091010 787 28 + + +
34 L-lactate dehydrogenase Smp_038960.1 999 35 + + + +
37 Malate dehydrogenase Smp_035270.2 990 31 + + +
38 Myosin regulatory light chain Smp_132670 625 23 + + + 2 bandas
39 Ngng-dimethylarginine dimethylaminohydrolase Smp_052560 448 16 + + + +
40 Ornithine aminotransferase gi|156118907 1315 48 + + + +
41 Phosphoglycerate kinase Smp_018890 + Smp_187370 1270 44 + + + +
43 Phosphoglycerate mutase Smp_096760 753 28 + + + +
44 Phosphopyruvate hydratase Smp_024110 1327 46 + + + <
45 Protein disulfide-isomerase er-60 Smp_079770 1477 54 + + + +
46 Reticulocalbin (actin) Smp_161920 1153 41 + + + +
47 Reticulocalbin Smp_147680 991 38 + + + 2 bandas
48 Short-chain dehydrogenase Smp_081430 788 28
49 Sml4 fatty acid-binding protein isoform T20 Smp_095360.3 424 14 + + + +
50 Sm21.7 Smp_086480 577 21 + +
51 Superoxide dismutase [mn] Smp_056440 676 24 + + + +
52 Transketolase Smp_059790.2 1897 67 + + + +
54 Triosephosphate isomerase Smp_003990 784 28 + + + +
55 Troponin I (S. japonicum) 8i]226481381 568 22 + + + +
56 Troponin T Smp_179810 970 37 + + + +
57 Tubulin subunit alpha Smp_016780 1378 50 + + + +
58 Schistosoma mansoni, expressed protein Smp_171780 769 28 + + + +

PCR (>): Regido codificadora amplificada com peso molecular maior que o tedrico esperado. Sequenciamento (contém o gene): a regido codificadora esperada estava contida dentro
de uma sequéncia maior amplificada. Expressao (<): proteina expressa com massa molecular menor que a tedrica esperada. Expresséo (>): proteina expressa com massa molecular
maior que a tedrica esperada. Expressdo (2 bandas): duas bandas proteicas foram visualizadas ap6s a expressao.
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Figura 20: Expressdo no sistema in vitro livre de células das proteinas recombinantes identificadas pelo 2D-WB. As proteinas expressas no
TNT® SP6 High-Yield Wheat Germ Protein Expression System marcadas por FluoroTect™ Greenyys foram analisadas em SDS-PAGE 4-20% e a
imagem foi obtida por fluorescéncia em escaner LAS-4000. Os nimeros na parte superior do gel correspondem as proteinas listadas na Tabela 7. TNT-
controle negativo da reacdo sem DNA molde. As canaletas indicadas por estrelas vermelhas correspondem a proteinas expressas na sua massa
molecular tedrica aproximada. As canaletas indicadas por estrelas azuis correspondem a proteinas expressas na sua massa molecular aproximada, no
entanto, foi observada mais de uma banda com massa molecular diferente a esperada. As canaletas indicadas por estrelas verdes correspondem a
proteinas expressas com massa molecular diferente da esperada. As canaletas indicadas por (-) correspondem a proteinas ndo expressas. Padrdo de
massa molecular Precision Plus Protein Kaleidoscope em kDa.
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6 Discussao
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O Schistosoma mansoni pode sobreviver por décadas no sistema porta hepatico do
hospedeiro vertebrado, o que significa que os antigenos do parasito sdo constantemente
expostos ao sistema imunoldgico do hospedeiro, o qual produz anticorpos contra alguns
antigenos especificos. Neste estudo, buscamos explorar uma abordagem protedmica para a
triagem de antigenos do parasito que sdo reconhecidos por anticorpos presentes no soro de
individuos de &rea endémica para a esquistossomose. Uma lista significativa de antigenos do
parasito foi obtida, permitindo a identificacdo de antigenos associados ao perfil de infecgdo ou
resisténcia a doenca.

Alguns estudos de proteoma sorologico de schistosomas ja foram realizados. No
entanto, este € o primeiro estudo realizado com o parasito S. mansoni utilizando soros
humanos, incluindo soro de individuos de area endémica resistentes e suscetiveis a infecgéo,
permitindo assim uma triagem mais racional para a descoberta de novos antigenos
biomarcadores, seja para o desenvolvimento de uma vacina ou de uma novo teste de
diagndstico para a esquistossomose. Embora a utilizacdo de soro de modelos animais tenha
sido muito empregada na busca de candidatos a vacina contra a esquistossomose, esta
metodologia pode ter mascarado os antigenos de interesse, uma vez que os resultados obtidos
com soro de animais ndo sdo transponiveis diretamente para os seres humanos (Driguez et al.,
2010). Além disso, estudos semelhantes realizados com S. haematobium ndo podem ser
correlacionados com S. mansoni, ja que existe uma significativa variabilidade na resposta
imune aos antigenos de extrato proteico bruto de ambos os parasitos (Mutapi, 2001 e Agnew
et al., 1993). Recente sequenciamento dos genomas de diferentes espécies de schistosomas
mostrou haver 92% de identidade na sequéncia de nucleotideos entre S. haematobium e S.
mansoni, 86% entre S. haematobium e S. japonicum e 86% entre S. mansoni e S. japonicum
(Young et al., 2012), sendo a variabilidade genética inter e intra-especifica relatada como um
dos fatores responsaveis pela diferente infectividade, patologia e imunogenicidade induzida
pelos diferentes schistosomas (McManus & Hope, 1993).

No presente estudo nos identificamos 47 diferentes proteinas antigénicas, um namero
ligeiramente maior comparado aos estudos de proteoma soroldgico previamente realizados.
Este resultado pode ser atribuido a utilizacdo de diferentes extratos proteicos e de fitas de IPG
de diferentes faixas de pH e a realizacdo de triplicatas de cada experimento. Ainda que o0s
estudos de proteoma sorologico tenham sido realizados utilizando extratos proteicos de outras
espécies de schistosomas e outras fontes de soro, algumas proteinas bem conhecidas foram
comumente identificadas neste trabalho: Heat shock protein-70, Enolase, Gliceraldeido-3-
fosfato Desidrogenase, Triose Fosfato Isomerase, Frutose-bifosfato Aldolase, Glutationa S-

transferase-28, proteina 14-3-3 (Mutapi et al., 2005; Zhong et al., 2010 e Boukli et al., 2011).
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Visto que os mecanismos de imunidade em seres humanos contra a infeccdo por S.
mansoni ainda ndo estdo claramente definidos e a fim de detectarmos quaisquer proteinas
Imunogénicas aos anticorpos presentes nas amostras de soro utilizadas, independente do
isotipo de imunoglobulina, nés utilizamos neste trabalho anticorpo anti-lg total humana.
Mutapi e colaboradores (2011) mostraram que existem diferencas qualitativas e quantitativas
no perfil de reconhecimento de proteinas do S. haematobium pelos isotipos humanos IgA,
IgE, 1gG1 e 1gG4, embora a maioria dos antigenos de verme adulto tenham sido reconhecidos
por todos os isotipos avaliados. Uma vez que altos niveis de 1gGl e 1gG3 foram
correlacionados ao perfil de resisténcia em estudos com antigenos candidatos a vacina para a
esquistossomose (Al-Sherbiny et al., 1990 e Cardoso et al., 2006), nés utilizamos também
anti-lgG1 e anti-lgG3 humano na nossa triagem soroldgica. No entanto, ndo foi possivel
observar qualquer diferenca evidente entre o padrdo de reconhecimento de proteinas do
extrato proteico AW-TOT por estas subclasses de imunoglobulinas presentes nos pools de
soro INF, NE e NI. Apenas as proteinas imunogénicas identificadas nas triplicatas
experimentais utilizando anti-lg total humana foram selecionadas para identificacdo por
espectrometria de massas. O perfil de reconhecimento antigénico obtido por anti-Ig total, anti-
IgG1l e anti-lgG3 do pool de soro INF foi também muito semelhante. No entanto, a
caracterizacdo detalhada e comparativa entre os perfis de reconhecimento encontrados
utilizando anti-Ig total, anti-IgG1 e anti-lgG3 n&o foi realizada neste momento.

Extrato proteico de tegumento de verme adulto de S. mansoni foi usado para
enriquecer nossa analise com proteinas expostas ao sistema imunoldgico do hospedeiro.
Embora a maioria das proteinas tenha sido identificada em ambos os extratos proteicos, AW-
TOT e AW-TEG, ainda assim foram identificadas algumas proteinas antigénicas diferentes
entre os extratos. Van Balkon e colaboradores (2005), através de SDS-PAGE unidimensional
seguido de LC-MS/MS, identificaram 429 proteinas, das quais apenas 43 proteinas foram
identificadas especificamente no tegumento. Todas as proteinas do tegumento identificadas no
nosso trabalho fazem parte da composicéo de proteinas do tegumento do S. mansoni descrita
por Van Balkon e colaboradores (2005). Mesmo utilizando um tampéo contendo detergente
para solubilizar proteinas integrais de membrana do extrato proteico AW-TEG para serem
analisadas por 2-DE, como indicado por Babu e colaboradores (2004), nds ndo identificamos
nenhuma proteina com dominio transmembrana, de acordo com as informagdes contidas no
banco de dados do SchistoDB (Zerlotini et al., 2009). As proteinas de membrana, além de
pouco abundantes, sdo altamente hidrofobicas apresentando baixa solubilidade nas solucgdes
utilizadas para a focalizacdo isoelétrica contendo detergentes ndo iGnicos ou zwitterionic.

Uma vez solubilizadas e submetidas a focalizacdo isoelétrica, as proteinas de membrana nao
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sdo facilmente transferidas das fitas de IPG para 0 SDS-PAGE, onde ocorre a sua separagdo
pela segunda dimensdo (Gorg et al., 2009). Apesar de extensiva pesquisa, a analise de
proteinas de membrana por 2-DE continua uma tarefa dificil (Rabilloud, 2009). No entanto,
outras metodologias de identificacdo de proteinas de membrana poderdo ainda ser
empregadas, baseando-se principalmente na utilizacdo de um extrato proteico enriquecido em
proteinas de membrana de tegumento, a fim de tornar estas proteinas mais abundantes, e na
utilizacdo de outros detergentes que melhor solubilizem estas proteinas.

O pool de soro de voluntarios ndo infectados provenientes de area ndo endémica para a
esquistossomose reagiu com alguns spots proteicos de AW-TOT e AW-TEG. Reacdo cruzada
entre S. mansoni e outras espécies de schistosomas e outros trematddeos tem sido descrita na
literatura (Higon et al., 2011; Boukli et al., 2011 e Zhong et al., 2010). A exemplo, antigenos
de Fasciola hepatica foram imunogénicos ao soro de pacientes infectados por
esquistossomose cronica (Boukli et al., 2011), e antigenos de S. haematobium e E. caproni
foram imunogénicos ao soro de hamsters infectados por estes parasitos em blots heter6logos,
nos quais proteinas de S. haematobium foram reativas ao soro de hamsters infectados por E.
caproni e vice-versa (Higon et al., 2011). Além disso, antigenos de E. coli e Saccharomyces
boulardii também induzem reatividade cruzada com antigenos de S. mansoni (Bahgat et al.,
2009 e 2005). Ainda assim no presente trabalho, alguns spots proteicos especificos de S.
mansoni foram detectados apenas quando os soros INF e NE foram utilizados. A diluicdo dos
soros poderia ter sido otimizada, no entanto, alguns potenciais biomarcadores estariam abaixo
do limite de deteccdo do ensaio de 2D-WB. Apesar da extensa reatividade cruzada entre
antigenos de parasitos e microorganismos, alguns antigenos apresentam uma resposta imune
especifica, sendo estes de grande interesse para o desenvolvimento de novos métodos
diagnosticos e vacinas.

Embora a maioria dos spots imunogénicos tenham sido visualizados no 2D-PAGE
correspondente, existem alguns spots fortemente imunogénicos, mas fracamente visiveis ou
até mesmo ndo visiveis no 2D-PAGE corado por Azul de Coomassie Colloidal. A nossa
analise foi conduzida utilizando apenas extratos proteicos de verme adulto. Entretanto, o
perfil de expressdo de proteinas varia durante as diferentes fases de desenvolvimento do
parasito. A proteina Major Egg Antigen mostrou ser altamente imunogénica ao soro de
individuos infectados no experimento de 2D-WB, apesar de ser pouco expressa nos extratos
proteicos de verme adulto. Comparando o proteoma de S. mansoni entre os estagios do ciclo
de vida, Curwen e colaboradores (2004) descreveram a proteina Major Egg Antigen como

uma das 40 proteinas mais expressas em extrato solivel de ovo (SEA). Portanto, a alta
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imunogenicidade da proteina Major Egg Antigen é devida, provavelmente, a resposta do
sistema imunoldgico do hospedeiro a esta proteina altamente expressa nos ovos do parasito.

Como mencionado por Wilson e Coulson (2009), existe um consenso de que uma
unica “proteina magica” pode ndo ser um alvo suficientemente eficaz para o desenvolvimento
de uma vacina para a esquistossomose. E entfo sugerido um coquetel de antigenos como meio
de induzir protecdo. No atual estudo propomos, pela primeira vez, um painel de proteinas
imunogénicas potencialmente capazes de distinguir individuos infectados de ndo infectados.
As proteinas foram clusterizadas segundo um perfil de imunogenicidade distinto encontrado
para os soros de individuos infectados e ndo infectados de area endémica e nao infectados de
area ndo endémica em trés experimentos de 2D-WB. Este painel foi obtido principalmente por
termos sido capazes de separar grupos de proteinas com padrdo distinto de imunogenicidade
aos soros de individuos infectados ou de ndo infectados de area endémica, as quais reagiram
apenas a um dos soros. Estas proteinas poderiam ser usadas como um mistura de antigenos
alvos para uma vacina eficaz ou para um novo teste diagndstico para a esquistossomose.

As proteinas Major Egg Antigen, Anexina, Troponina T, Filamina, precursor da
proteina Dissulfeto-Isomerase ER-60, Actina e Reticulocalbina reagiram exclusivamente com
anticorpos sericos dos individuos infectados, podendo ser indicadas como possiveis
candidatos para um novo método de diagnostico.

A proteina Major Egg Antigen, ou Smp40, foi descrita como altamente antigénica em
seres humanos (Cao et al., 1993). O perfil de citocinas obtidos de PBMC (células
mononucleadas do sangue periférico) de pacientes infectados por S. mansoni e estimuladas
com Smp40 purificada foi associado a reducdo da formacdo do granuloma e a uma vacina
anti-patologica (Abouel-Nour et al., 2006). No entanto, a Smp40 ndo foi ainda associada ao
diagnostico para a esquistossomose.

A proteina Filamina atua como um conector de dois filamentos de actina e esta
também envolvida nos processos de transducdo de sinal e transcricdo (Stossel et al., 2001 e
Feng & Walsh, 2004). A fim de selecionar candidatos a vacina para S. mansoni, a Filamina
foi identificada através de uma triagem imunoldgica de biblioteca de cDNA de cercéaria
utilizando 1gG de coelho infectado por vermes fémeas imaturas. Um anticorpo policlonal
especifico para a proteina recombinante Filamina de S. mansoni detectou uma fluorescéncia
associada ao tegumento em vermes adultos e reconheceu principalmente uma banda de 84
kDa, diferentemente da massa molecular de 280 kDa esperada com base na sequéncia de
MRNA correspondente (Mohamed et al., 2008). O spot proteico correspondente a proteina
Filamina, identificado no atual trabalho, foi localizado em uma regido correspondente a uma

massa molecular aproximada de 80 kDa utilizando o extrato proteico do tegumento de verme
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adulto de S. mansoni, portanto esta deve corresponder a proteina Filamina madura. 1gG
especifica para a Filamina recombinante resultou em 36,6% de morte de esquistossdmulos em
um ensaio de mortalidade in vitro, enquanto experimento de imunizagéo por vacina de DNA
com o respectivo gene induziu uma média de 50% de protecdo em camundongos apos desafio
com vermes adultos transferidos cirurgicamente (Mohamed et al., 2008 e Cook et al., 2004).

A proteina Troponina T é uma das trés subunidades proteicas do complexo Troponina.
Juntamente com as Troponinas C e |, medeiam a regulacdo dos ions Ca2" no processo de
contracdo do masculo estriado (Wei & Jin, 2011). A Troponina T ja foi indicada como uma
possivel proteina candidata ao teste diagnostico para Taenia solium. No entanto, ensaios de
ELISA (Enzyme-Linked Immunoabsorbent Assay) utilizando pools de soro de pacientes
positivos e negativos para cisticercose demonstraram resultados desapontadores (Mayta et al.,
2009). Troponina T foi também identificada por analises protedmicas em uma fracdo de
proteinas de verme adulto de S. mansoni livre de proteinas do tegumento (van Balkon et al.,
2005), apoiando o nosso resultado no qual a proteina foi identificada apenas no extrato
proteico total e ndo no extrato proteico de tegumento.

A proteina Reticulocalbina é um dos membros da familia das proteinas ligadoras de
Ca?". Esta localizada no limem no reticulo endoplasmatico, fazendo parte da via secretoria de
celulas de mamiferos. Reticulocalbina pode desempenhar um papel no comportamento normal
das células, no entanto, a sua funcdo detalhada permanece desconhecida. A superexpressao de
Reticulocalbina pode exercer um papel na tumorigénese, na invasdo tumoral e na resisténcia a
drogas (Fukuda et al., 2007). N&o existem estudos que envolvam esta proteina em
schistosomas.

A resposta inflamatoria é controlada pela acdo de mediadores anti-inflamatérios que
atuam para manter a homeostasia da resposta imunoldgica e prevenir uma lesdo tecidual.
Entre esses mediadores destaca-se a proteina Anexina 1, o primeiro membro descrito de uma
familia de proteinas ligantes de fosfolipidios de membrana dependentes de calcio (Gil et al.,
2006). Experimentos de imunolocalizacdo e analise de proteoma utilizando preparacdes de
extrato proteico de membranas do tegumento confirmaram a presenca de Anexina no
tegumento do esquistossomulo e de verme adulto de S. mansoni (Tararam et al., 2010 e
Braschi et al., 2006). No atual estudo, a anexina foi novamente identificada exclusivamente
no extrato proteico de tegumento. A proteina Anexina recombinante de S. bovis mostrou-se
biologicamente ativa in vitro, com propriedades fibrinoliticas e anticoagulantes (Escudeiro et
al., 2011).

O sistema excretorio dos schistosomas tem recebido grande atencdo uma vez que

existem evidéncias sobre o seu importante papel na interacao parasito-hospedeiro. A cisteina
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protease ER-60 de S. mansoni é um dos quatro membros da familia de proteinas Dissulfeto
Isomerase, cuja expressdo foi demonstrada nos 6rgdos excretorios de vermes adultos e larvas,
sugerindo uma funcdo para ER-60 na interagéo parasito-hospedeiro (Wippersteg et a.l, 2002 e
2003). No atual estudo, o precursor da proteina Dissulfeto isomerase ER-60 foi reconhecido
pelo soro INF no extrato proteico de tegumento.

A proteina Fator Eucaridtico de Elongamento da Traducdo foi identificada neste
estudo como um spot do extrato proteico de tegumento, AW-TEG, o qual reagiu
exclusivamente ao pool de soro de individuos ndo infectados de area endémica, podendo ser
indicada como possivel alvo vacinal. No 2D-PAGE corado por Azul de Coomassie Colloidal
a regido correspondente a este spot foi fracamente corada, indicando portanto, que esta € uma
proteina pouco expressa no tegumento de verme adulto. Sendo assim, o spot foi excisado do
gel baseado na sobreposicdo com o filme de raios-X. A fim de contornar este problema
inerente a técnica e para confirmar seu potencial uso como antigeno vacinal, estudos
adicionais devem ser realizados. Uma proteina na forma recombinante podera ser expressa a
fim de confirmar o seu perfil de reconhecimento aos diferentes soros utilizados, assim como
foi realizado para a proteina Major Egg Antigen, cujo spot foi também fracamente corado no
2D-PAGE. Nos experimentos de 2D-WB, o spot correspondente a proteina Major Egg
Antigen foi fortemente reconhecido pelo pool de soro INF e ndo foi visualizado quando
utilizado pool de soro NE, enquanto a proteina recombinante Major Egg Antigen de S.
mansoni expressa in vitro continuou sendo fortemente reconhecida pelo pool de soro INF,
mas fracamente reconhecida pelo pool de soro NE, mantendo assim um perfil semelhante de
reconhecimento ao da proteina nativa e indicando a excisdo correta do spot. Anti-lgG humana
foi utilizada nos experimentos de Western-blotting, indicando que a Major Egg Antigen €
reconhecida por alguma subclasse de 1gG. Entretanto, no experimento de 2D-WB utilizando
anticorpo secundario anti-lgG1 e anti-lgG3 humanos, os spots correspondentes a Major Egg
Antigen ndo reagiram com o pool de soro dos individuos INF, indicando que a sua reatividade
ndo e mediada por IgG1 ou IgG3. A imunogenicidade da proteina Major Egg Antigen contra
amostras de soro coletadas apos tratamento também podera ser futuramente avaliada com o
objetivo de utilizar esta proteina no monitoramento da cura da esquistosomose, especialmente
na populagdo da area endémica. A alta taxa de infeccdo permanece nas areas endémicas,
mesmo apoOs tratamento, sendo o acompanhamento de cura um problema que pode ser
solucionado através de um diagnostico adequado capaz de acompanhar o estagio da doenca.

A proteina Hemoglobinase de S. mansoni também foi expressa in vitro no sistema de
expressao livre de células em lisado de germe de trigo para verificar o perfil de

reconhecimento da proteina recombinante pelos diferentes soros utilizados. No presente
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trabalho, enquanto a Hemoglobinase foi imunogénica a todos os pools de soro no 2D-WB
inclusive ao soro NI, a proteina recombinante foi reconhecida apenas pelos pools de soro de
individuos de area endémica, INF e NE, mas ndo ao pool de soro NI. Isto pode ser devido a
utilizacdo de anti-lgG humana no Western-blotting, e ndo de anti-lIg total humana que foi
utilizada nos experimentos de 2D-WB, indicando uma reacdo especifica de alguma outra
classe de imunoglobulina presente nas amostras de soro NI utilizadas nos experimentos de
2D-WB. Portanto, a continuagdo deste estudo podera ser realizada futuramente através de
experimentos de microarranjo de proteinas.

Alguns estudos indicam que a resposta imune de animais e seres humanos infectados
por parasitos pode ser diretamente contra epitopos de carboidratos de glicoconjugados
(Nyame et al., 2004 e Hokker & Deldeer, 2001). Embora a estrutura e funcéo de carboidratos
dos schistosomas venham sendo bem estudadas, existe uma caréncia de informacao sobre em
quais proteinas estes carboidratos estariam sendo carreados (Hokke & Yazdanbakhsh, 2005).
No presente trabalho, a identificacdo de proteinas presentes no extrato proteico AW-TOT
contendo uma porcéo de carboidrato foi realizada utilizando o corante Pro-Q Emerald, que se
baseia no um método periodate/Schiff’s base (PAS), e por lectina-blotting bidimensional
utilizando diversas lectinas especificas (GNA, DSA, PNA, SNA e MAA) para a identificacdo
das subclasses de carboidratos presentes nas proteinas do extrato proteico total de verme
adulto de S. mansoni. A presenca de glicoproteinas neste extrato proteico foi confirmada.
Embora tenhamos identificado proteinas contendo algumas subclasses de carboidratos, ainda
existem outros carboidratos previamente descritos para schistosomas que ndo foram
analisados nesta abordagem. Pro-Q Emerald foi capaz de reconhecer varios spots proteicos.
No entanto, apenas 9 das proteinas foram identificadas por MS/MS. A predic&o in silico por
sitios de glicosilacdo do tipo N-glicosilacdo e O-glicosilacdo foi realizada, indicando a
existéncia de potenciais sitios em cada uma das proteinas identificadas. As proteinas 14.3.3
(isoforma épsilon), Aldeido Desidrogenase, precursor da proteina Dissulfeto Isomerase ER-
60, precursor da Hemoglobinase e Fosfoglicerato Mutase foram comumente identificadas nos
experimentos de Pro-Q Emerald e 2D-WB. Nenhuma das proteinas identificadas no atual
estudo correspondeu as proteinas identificadas por Ramajo-Hernandez e colaboradores
(2007). No seu trabalho foram caracterizadas glicoproteinas de vermes adultos de S. bovis,
excretadas/secretadas e do tegumento, fazendo-se uso de diversas lectinas. Dentre as mesmas
lectinas estudadas em seu trabalho, apenas GNA foi capaz de reconhecer proteinas contendo
carboidratos, enquanto em nosso estudo as lectinas GNA, DSA e PNA reconheceram
glicoproteinas presentes no extrato proteico AW-TOT, indicando também a presenca de

carboidratos do tipo Gal-GIcNAc, GIcNAc e Gal-GalNAc. Estes resultados podem ser
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explicados devido a diferencas do contetdo proteico presente nos extratos utilizados dos dois
trabalhos. A lectina SNA e MAA foram também capazes de reconhecer, mesmo que
fracamente, algumas glicoproteinas contendo &cido sialico, 0 que contradiz alguns relatos da
literatura, que indicam a auséncia de &cido sialico em schistosomas (Cumming & Nyame et
al., 1996). Os spots proteicos reconhecidos pelas lectinas ndo foram identificados por MS/MS
devido a dificuldade em correlaciona-los aos spots do 2D-PAGE correspondente corado por
Azul de Coomassie Colloidal.

Carboidratos de schistosomas podem ter um importante papel na indugdo e modulacao
do sistema imune do hospedeiro. A fim de determinar se a imunorreatividade dos soros
utilizados nos experimentos de 2D-WB ao extrato proteico total de vermes adultos de S.
mansoni era proveniente de epitopos proteicos ou de carboidratos, foi realizado um tratamento
das proteinas do extrato AW-TOT, previamente separadas por 2-DE e imobilizadas em
membranas de PVDF, com periodato/borohidreto. O tratamento com periodato é empregado
para determinar a participacao da porcéao glicidica na reatividade soroldgica de glicoproteinas.
A reacdo com o periodato elimina a reatividade imunoldgica do carboidrato sem alterar a
estrutura da cadeia polipeptidica (Woodward et al., 1985). Tratamento com periodato de
antigenos de schistosomas foi capaz de abolir grande parte da resposta imunoldgica obtida
pela vacinacdo com cercéria irradiada (Hokke & Deldeer, 2001). No atual estudo, o perfil de
reconhecimento de proteinas imobilizadas em membranas tratadas pelo periodato/borohidreto
conferido pelo pool de soro de individuos infectados manteve-se semelhante ao perfil de
reconhecimento de proteinas imobilizadas em membranas ndo tratadas. No entanto, nem todos
os carboidratos sdo sensiveis ao tratamento com periodato (Woodward et al., 1985), como
observamos com as lectinas MAA e DSA que tiveram 0 reconhecimento mantido mesmo
apos o tratamento das membranas com periodato/borohidreto. Embora a lectina GNA tenha
reconhecido spots na mesma faixa de pH e massa molecular nos experimentos de 2D-lectina-
bloting e 2D-WB, sugere-se que os carboidratos reconhecidos por GNA ndo tém um
importante papel no reconhecimento dos antigenos do extrato proteico AW-TOT pelos soros
utilizados, uma vez que o tratamento com periodato/borohidreto foi eficiente para esta lectina
e que nos experimentos de 2D-WB utilizando membranas tratadas e néo tratadas o perfil de
spots reconhecidos permaneceu similar. Embora o tratamento por periodato/borohidreto tenha
mostrado ndo ser eficiente para as lectinas MAA e DSA, poucos spots na mesma faixa de pH
e massa molecular foram reconhecidos nos experimentos de 2D-lectina-bloting e 2D-WB,
sugerindo mais uma vez que carboidratos reconhecidos por MAA e DSA ndo tém um
importante papel no reconhecimento dos antigenos do extrato proteico AW-TOT pelos soros

utilizados.
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Proteoma sorologico € uma metodologia complexa que apresenta varias etapas sujeitas
a variagbes. Consequentemente, estas podem comprometer a reprodutibilidade dos
experimentos de 2D-WB (Krah & Junblunt, 2004), fazendo com que alguns spots
imunogénicos fossem perdidos nas triplicatas dos experimentos e entre os immunoblots com
os diferentes soros. Além disto, comparar 0 padrao de spots imunogénicos encontrado no 2D-
WB com o padréo de spots corados no 2D-PAGE usado para a excisdo do spots para a
analises de MS/MS, néo é uma tarefa simples. Para encontrar o spot correspondente de forma
inequivoca, levamos em conta a distribuicdo dos spots vizinhos ao spot de interesse. O mesmo
procedimento foi também adotado ao fazer a correspondéncia entre os spots de diferentes
immunoblots. Também deve ser considerado que 0s spots ndo representam proteinas, mas sim
variantes de proteinas com modificacfes pds-traducionais, parcialmente degradadas ou
variantes de splicing. Além disto, um Gnico spot pode conter diferentes proteinas ou espécies
proteicas (Krah & Junblunt, 2004). Apesar destas dificuldades, proteoma sorologico parece
ser uma boa abordagem para analisar o perfil da resposta imune do hospedeiro aos antigenos
do parasito em larga escala, indicando antigenos promissores para o desenvolvimento de novo
método diagnostico e vacina para a esquistossomose.

Microarranjo proteico € outra metodologia que tem sido recentemente empregada na
identificacdo de biomarcadores de doencas, permitindo a analise simultanea da reatividade de
centenas de proteinas as diferentes classes/subclasses de imunoglobulinas para cada um dos
antigenos impressos no chip de microarranjo (Felgner et al., 2009 e Gulmann et al., 2006). As
proteinas identificadas nos experimentos de 2D-WB conduzidos neste trabalho poderao,
através da confeccdo de um microarranjo proteico, ter o seu perfil de imunogenicidade testado
contra um maior painel de amostras de soro, analisando as diversas classes/subclasses de
imunoglobulinas e, assim, refinando a lista de potenciais candidatos a vacina ou teste de
diagnostico. Um painel mais amplo de amostras de soro, contendo soros individuais de
voluntérios infectados e ndo infectados pela esquistossomose, de voluntarios infectados por
outras parasitoses e de voluntarios tratados para a esquistossomose poderdo fornecer
informacdes importantes sobre o desenvolvimento da doenca. Conhecer a resposta imune
associada a protecdo ou a infecgdo para a esquistossomose representara um grande passo no
desenvolvimento de um teste diagnéstico funcional e de uma vacina efetiva, focando assim
em um complexo de candidatos frente a uma resposta imunoldgica especifica. O sistema de
expressdo in vitro livre de células permite uma reducéo significativa no tempo necesséario para
a expressdo de proteinas recombinantes, sendo importante em experimentos em larga escala
como 0s experimentos de microarranjo proteico. Grande parte das proteinas de S. mansoni

identificadas nos experimentos de 2D-WB foram expressas in vitro com sucesso no sistema
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livre de células utilizando lisado de germe de trigo e serdo utilizadas nos experimentos de
microarranjo. Uma vez refinado o perfil de imunogenicidade das proteinas identificadas nos
experimentos de 2D-WB, seréo ent&o realizados ensaios de vacinagéo e ensaios de ELISA das
proteinas selecionadas com potencial para o desenvolvimento de vacina ou teste diagnostico,
respectivamente. Ensaios de vacinacdo serdo realizados utilizando proteina recombinante ou
vacinacdo por DNA com a construcdo genética correspondente a proteina selecionada.

Uma vez que os estudos com a proteina recombinante Major Egg Antigen,
correspondente a uma das proteinas identificadas nos experimentos de 2D-WB
exclusivamente ao pool de soro INF, encontram-se em estagio mais avancado, ja tendo sido
realizado experimento confirmatoério do perfil de imunogenicidade da proteina recombinante
em ensaios de Western-blotting, daremos inicio aos ensaios de ELISA. Nestes experimentos
sera utilizado um painel mais amplo de amostras de soro, contendo soros individuais de
voluntérios infectados e ndo infectados pela esquistossomose, de voluntarios infectados por

outras parasitoses e de voluntérios tratados para a esquistossomose.
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o O protocolo empregado neste trabalho para extracdo de proteinas de diferentes
fases de desenvolvimento do S. mansoni permitiu a obtencdo de um perfil satisfatorio
de separacdo destas proteinas por eletroforese bidimensional;

o Um painel de proteinas capaz de distinguir o estado de suscetibilidade e
resisténcia a esquistossomose foi determinado através da combinacdo de andlises
protedmicas e sorologicas:

- as proteinas Major Egg Antigen, Anexina, Troponina T, Filamina, precursor da
proteina Dissulfeto-lIsomerase ER-60, Actina e Reticulocalbina podem ser
indicadas como possiveis candidatos para um novo método de diagndstico, uma
vez que reagiram exclusivamente com anticorpos presentes nos soros dos
individuos infectados;

- a proteina Fator Eucaridtico de Elongamento da Traducdo pode constituir um
novo alvo vacinal, uma vez que reagiu exclusivamente ao pool de soro de
individuos ndo infectados de area endémica;

o A porgdo glicidica de glicoproteinas do extrato proteico de verme adulto
separadas por 2-DE parece ndo ter influéncia no reconhecimento obtido pelos soros
INF, NE e NI,

o O sistema de expressao in vitro, livre de células, mostrou ser uma metodologia
eficiente para a expressdo de proteinas recombinantes de S. mansoni. As proteinas
recombinantes, Major Egg Antigen e Hemoglobinase, mantiveram um perfil de
reconhecimento pelos soros utilizados semelhante ao da proteina nativa.
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8.1

Anexo 1

Quadro 1: Sequéncias dos iniciadores utilizados para amplificacao da regido codificadora dos genes correspondentes as proteinas selecionadas
nos experimentos de 2D-WB.

Nome do . L Nome do . ..

iniciador Sequéncia dos iniciadores forward iniciador Sequéncia dos iniciadores reverse

FORWARD REVERSE

Sm3F 5'-GACCGCGATCGCCATGACTACGTCGTGGGTTTTACA-3" Sm3R 5'- GTGAGTTTAAACGTGGTGGTGGTGGTGGTGGTCATTTTCAACATCCCCCT-3"
Sm4F 5'-GACCGCGATCGCCATGACAGAACGGGAGGCTCTT-3" Sm4R 5'- ATTAGTTTAAACGTGGTGGTGGTGGTGGTGGGCTTTCTCATCCGTATCTTTCTTCA-3"
Sm5SF 5'-GACCGCGATCGCCATGCCTAACGCCATTGGAATCGATCT-3" Sm5R 5'- GATGGTTTAAACGTGGTGGTGGTGGTGGTGGTCGACCTCCTCGATGGTTGG-3"
Sm6F 5'-GGTTGCGATCGCCATGGCTGAAGAGGACGTTGCTG-3" Sm6R 5'- ATGGGTTTAAACGTGGTGGTGGTGGTGGTGAAAGCATTTGCGATGAACAATACCG-3
Sm7F 5'-ACGCGCGATCGCCATGACGAAGACATATCGTCTTCC-3 Sm7R 5'- CTAAGTTTAAACGTGGTGGTGGTGGTGGTGAGAGTTCTTTACTGAAATTGGCA-3"
Sm8F 5'-AGCAGCGATCGCCATGGCCAATATTTCTGGATTTGGA-3"' Sm8R 5'- AACTGTTTAAACGTGGTGGTGGTGGTGGTGTTGTTGTTGATTATATATTTCACCCATT-3"'
Sm9F 5'-AGGAGCGATCGCCATGTTGAAATCAGTCGCGACC-3" Sm9R 5'- TTGTGTTTAAACGTGGTGGTGGTGGTGGTGTTGTTTTGTCTGCATATGTGCC-3"
Sm10F 5'-CACCGCGATCGCCATGTCTTCGTTTCGTGCTGC-3" Sm10R 5'- GACGGTTTAAACGTGGTGGTGGTGGTGGTGTGGAGACGTTTGATACCCAG-3"
SmllF 5'-TAAAGCGATCGCCATGAGTTTCCTTAGGTCGTTAAGTAATGT-3" SmllR 5'- TGTCGTTTAAACGTGGTGGTGGTGGTGGTGTGCGGTTTCTCTTGCCAAC-3"

Sml2F 5'-TCTCGCGATCGCCATGCAGGTTGAAAGCCTCCA-3" Sml12R 5'- ATTAGTTTAAACGTGGTGGTGGTGGTGGTGCAGTCCTTTCTCGATTTCAATCA-3"
Sml3F 5'-AGGAGCGATCGCCATGCTCACATCTATTTTGTGTAT-3" Sml13R 5'- GATGGTTTAAACGTGGTGGTGGTGGTGGTGGTTAATTCGACCGGCTGTTAC-3"
Sm1l5F 5'-AGGAGCGATCGCCATGTTTCTAGATAAAGATGGAGG-3" Sm15R 5'- CGGCGTTTAAACGTGGTGGTGGTGGTGGTGTAGTTTATCCAGGAAGTTATCTAAG-3"'
Sm17F 5'-GACCGCGATCGCCATGGCTTATGATCAAGATCAA-3" Sm17R 5'— GTCGGTTTAAACGTGGTGGTGGTGGTGGTGACGACCACATTCAGAACACA-3"
Sml8F 5'-AGGAGCGATCGCCATGTCACGCTTCCAACCTTACC-3" Sm18R 5'- CAAAGTTTAAACGTGGTGGTGGTGGTGGTGATAAGCATGATTAGCAACGAACAA-3'
Sm19F 5'-TAAAGCGATCGCCATGGCTGGTGTCCTTGCAGCGAA-3" Sm19R 5'— GTCGGTTTAAACGTGGTGGTGGTGGTGATGGGCATGGGACAACGCATCCAA-3"
Sm20F 5'-ATTGGCGATCGCCATGGCTGGCGAGCATATCAAGGT-3" Sm20R 5'— TTGTGTTTAAACGTGGTGGTGGTGGTGGTGGAAGGGAGTTGCAGGCCTGT-3"
Sm21F 5'-ATTGGCGATCGCCATGTCGAGAGCAAAGGTTGGT-3" Sm21R 5'- GATGGTTTAAACGTGGTGGTGGTGGTGGTGTGCATGGTCGACTTTATGCATGTG-3"
Sm22F 5'-AGGAGCGATCGCCATGGCTCCTAAACTGGGTTATT-3" Sm22R 5'- AACTGTTTAAACGTGGTGGTGGTGGTGGTGTTTTGGAGGAGCATCTC-3"

sSm26F 5'-CCCGGCGATCGCCATGGAAGTCATAACTATACCTG-3" Sm26R 5'- TGGTGTTTAAACGTGGTGGTGGTGGTGGTGAAAGCGATCTTTTTCTT-3"

Sm34F 5'-GACCGCGATCGCCATGCCGTTATCTAGCAACTT-3" Sm34R 5'- GTCGGTTTAAACGTGGTGGTGGTGGTGGTGCAGAATAATTCCCTGTATCACTT-3"
Sm37F 5'-TAAAGCGATCGCCATGCCGGAGCCAATAAGAGTCTTGT-3" Sm37R 5'- CTTGGTTTAAACGTGGTGGTGGTGGTGGTGTTCAAGCCCTGCCGCGATGC-3"
Sm38F 5' -TGTTGCGATCGCCATGGGAGAAGAAAARAAAAGAA-3" Sm38R 5'- GCGAGTTTAAACGTGGTGGTGGTGGTGGTGAATGTCTTGATTGCCTCTCT-3"
Sm39F 5'-TCAGGCGATCGCCATGGCATTCCAATATGAATACG-3" Sm39R 5'- GGTTGTTTAAACGTGGTGGTGGTGGTGGTGCATCACTTGTACATGTGTAAAAT-3"

116



Sm40F 5"'-AGCTGCGATCGCCATGTTCGCTTTACGTTTGTACT-3" Sm40R 5'- AACTGTTTAAACGTGGTGGTGGTGGTGGTGCGATCTACTCAATGAACTAATCAC-3'
Sm42F 5'-AAGAGCGATCGCCATGGGTTTGTCGAAGCTTAGT-3"' Sm42R 5'- GTCGGTTTAAACGTGGTGGTGGTGGTGATGAGCATCCGTAAGTGCAA-3"

Sm43F 5'-AGGAGCGATCGCCATGGCTCCTTACAGAATTGTGTTTAT-3" Sm43R 5'- GGTTGTTTAAACGTGGTGGTGGTGGTGGTGTTTCTTTTTTCCCTGGTTCG-3"

Sm44F 5'-TCAGGCGATCGCCATGTCCATTTTAACGATCCA-3" Sm44R 5'- GATGGTTTAAACGTGGTGGTGGTGGTGGTGTACTTTGGGATGGCGGAAGTTTT-3"
Sm45F 5'-TAAAGCGATCGCCATGCGTTGGTTGCTGTCGTGT-3"' sm45R 5'- TTCTGTTTAAACGTGGTGGTGGTGGTGGTGTAGTTCACTTTTCTTTGGATTGCCTGAT-3"
Sm46F 5'-CGAAGCGATCGCCATGGCCGACGAAGAAGTTCAAG-3" Sm46R 5'- GCGAGTTTAAACGTGGTGGTGGTGGTGGTGGAAGCATTTACGGTGAACAATACCC-3"
Sm47F 5'-GTTCGCGATCGCCATGATAACAATATCCTTCAATAG-3" Sm47R 5'- CGGCGTTTAAACGTGGTGGTGGTGGTGGTGAAGCTCTTCATGTTGTTTAAG-3"

Sm48F 5'-CTAAGCGATCGCCATGCAAAAGTCGAAAATAACTAAT-3" Sm48R 5'- GCAGGTTTAAACGTGGTGGTGGTGGTGGTGACGATTCTTTAGCTGATATCGATG-3"
Sm49F 5'-AAGAGCGATCGCCATGTCTAGTTTCTTGGGAAAGT-3"' Sm49R 5'- GTCGGTTTAAACGTGGTGGTGGTGGTGGTGGGATAGTCGTTTATAATTGC-3"

Sm50F 5'-CTAAGCGATCGCCATGGATAGTCCAATGGAAAAAT-3" Sm50R 5'- GACGGTTTAAACGTGGTGGTGGTGGTGGTGGTTACTTGGTGTACGCCAAGC-3"

Sm51F 5'-GACCGCGATCGCCATGGCCACTTCGCGCATTCTT-3" Sm51R 5'- TGTCGTTTAAACGTGGTGGTGGTGGTGGTGTTTCCTACTGAGATCGAATCGTTTAGCTACAT-3"
Sm52F 5'-GACCGCGATCGCCATGAGTGAAGTACAGGTTCT-3" Sm52R 5'- GATGGTTTAAACGTGGTGGTGGTGGTGGTGTTGTTTGCCAAGTAATGATTT-3"

Sm54F 5'-GGCTGCGATCGCCATGTCTGGATCTCGCAARATTTT-3"' Sm54R 5'- GCGGGTTTAAACGTGGTGGTGGTGGTGGTGACGTTGTCTGGCTTTACATATC-3"

Sm55F 5'-CCCGGCGATCGCCATGGAAAAGAAACGTAAAGAAGCTG-3" Sm55R 5'- GTCGGTTTAAACGTGGTGGTGGTGGTGGTGTTTAGGTGTATTCGCGACTT-3"

Sm56F 5'-AGGAGCGATCGCCATGTCAGACGATGAACAGAG-3" Sm56R 5'- CGAGGTTTAAACGTGGTGGTGGTGGTGGTGTTCAACAGGAACTTCAGTTCCA-3"'

Sm57F 5'-CTTAGCGATCGCCATGAGGGAATGTATTAGTGTACATGTTG-3"' Sm57R 5'- AGGGGTTTAAACGTGGTGGTGGTGGTGGTGGTATTCTTCGCCATCACCTTCA-3"'

Sm58F 5'-GCGTGCGATCGCCATGCATTTATATTTGACTATATTTGCT-3" Sm58R 5'- CGAGGTTTAAACGTGGTGGTGGTGGTGGTGGATATCAAAACAATTATGCCA-3"'
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