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RESUMO

O diagnéstico definitivo da estrongiloidiase normalmente é realizado mediante a
deteccdo de larvas nas fezes; porém a quantidade de parasitos € limitada e a
eliminagao de larvas é reduzida e irregular. Sendo assim, o desenvolvimento de
testes sorolégicos confidveis para o diagnéstico da estrongiloidiase torna-se uma
alternativa necessaria. O objetivo deste estudo foi demonstrar a cinética de
deteccdo de coproantigenos e de antigenos, anticorpos e imunocomplexos
circulantes em amostras de soro e de lavado bronco alveolar (LBA) de ratos
imunossuprimidos e  experimentalmente infectados por  Strongyloides
venezuelensis. Para a cinética (0 e 5, 8, 13 e 21 dias p6s-infeccao (d.p.i)) de
coproantigenos utilizou-se anticorpo policlonal anti-L3 produzido em coelhos.
Para a deteccado de antigenos e de imunocomplexos em amostras de soro e de
LBA (O e 2,5, 8, 13 e 21 d.p.i), placas de microtitulagdo foram sensibilizadas com
lgG anti-S. venezuelensis e com extrato alcalino de larvas para a detecgdo de
anticorpos. A andlise estatistica foi realizada por Two Way ANOVA, seguida pela
teste de Bonferroni, considerando p<0,05 significativo. A cinética de eliminacao
de ovos/g de fezes mostrou que o pico ocorre no 8°d.p.i sendo significativamente
maior nos animais imunossuprimidos (p<0,01). O pico de deteccdo de
coproantigenos nos animais nado imunossuprimidos foi no 13° d.p.i (p<0,05),
sendo que nos animais imunossuprimidos a deteccao foi antecipada para o 5°
d.p.i. A deteccédo de antigeno em amostras de soro ndo foi uma boa ferramenta
diagnéstica para avaliar a infeccdo enquanto que em amostras de LBA mostrou
ser ferramenta auxiliar. A deteccao de IgG especifica para S. venezuelensis em
amostras de soro de animais ndo imunossuprimidos foi preferencialmente
durante 0 5°e 0 8°d.p.i. € em animais imunossuprimidos, durante toda a cinética
experimental. Nas amostras de LBA, a deteccdo de anticorpos ocorreu do 8° ao
21°d.p.i em animais ndo imunossuprimidos e em animais imunossuprimidos, foi
antecipada para o 2° d.p.i, como pico de reatividade no 5° d.p.i (p<0,05). A
deteccdo de imunocomplexos em amostras de soro de animais néo
imunossuprimidos foi possivel do 5° aos 13° d.p.i e em animais
imunossuprimidos, durante toda a cinética. Em amostras de LBA, a detecgéo de
imunocomplexo foi maior em animais nao imunossuprimidos. Concluiu-se que a
deteccdo de coproantigeno e de imunocomplexos circulantes em amostra de soro
e em amostras de LBA sdo uma alternativa para o diagnéstico precoce da
estrongiloidiase principalmente nos casos de imunossupressao.

Palavras-chave: S. venezuelensis, coproantigeno, imunocomplexo,
imunossupressao, lavado bronco alveolar, ratos.
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ABSTRACT

Kinetic of coproantigen, antigens, antibodies and immune complexes
detection in serum and bronchoalveolar lavage fluid samples from rats
experimentally infected with Strongyloides venezuelensis

The definitive diagnosis of strongyloidiasis is normally done by detection of larvae
on faecal samples; however, the number of parasites is limited in most cases and
the elimination of larvae is irregular. Thus, developing reliable serological methods
for the diagnosis of strongyloidiasis becomes imperative. The aim of this study
was to establish a coproantigen ,antigen, antibody and immune complex detection
by enzyme-linked immunosorbent assay in serum and bronchoalveolar lavage
fluid (BALF) samples of non immunosuppressed or immunosuppressed rats
experimentally infected with Strongyloides venezuelensis. For kinetics of
coproantigen detection (0 and 5, 8, 13 and 21 days post-infection (d.p.i)), we
used an anti-L3 polyclonal antibody produced in rabbits. For antigen and immune
complex detection in serum and BALF samples (0 and 2, 5, 8, 13 and 21d.p.i),
the microtitre plates were coated with IgG anti-S. venezuelensis and with alkaline
parasite extract for antibody detection. The statistical analysis were analyzed
using Two Way ANOVA, followed by the Bonferroni test. The criterion for
statistical significance was set at p<0,05. The number of eggs/g of faeces
recovered at 8 d.p.i was significantly higher for non immunosuppressed and
immunosuppressed animals (p<0.01). The coproantigen detection was
significantly higher at 13° d.p.i in non immunosuppressed (p<0.05) and in
immunosuppressed it was anticipated to the 5th d.p.i. It was observed that antigen
detection in serum samples was not a good approache for evaluating the infection
however in BALF samples it showed superior results. In immunosuppressed
animals, 1gG specific for S. venezuelensis was preferentially detected during the
5° and 13° d.p.i and in immunosuppressed animals, during the entire
experimental kinetics. In BALF samples, antibodies detection was observed from
the 8° to the 21° d.p.i in non immunosuppressed animals and in
immunosuppressed animals it was anticipatedto the 2° d.p.i, with higher reactivity
at 5° d.p.i (p<0.05). The immune complex detection in serum samples of the non
immunosuppressed animals was observed from the 5° to the 13° d.p.i and in
immunosuppressed animals, during the entire kinetics. In BALF samples, immune
complex detection was higher in non immunosuppressed animals. In conclusion,
coproantigen and immune complex detection in serum and BALF samples are
alternatives for early strongyloidiasis diagnosis, mainly in immunocompromised
cases.

Keys-words: S. venezuelensis, coproantigen, immune  complex,
imunosuppression, bronchoalveolar lavage fluid, rats.






1. INTRODUCAO

A estrongiloidiase causada pelo nematdédeo Strongyloides stercoralis
(Bavay, 1876) Stiles & Hassall, 1902 € uma parasitose humana negligenciada e
quando limitada ao trato gastro-intestinal geralmente é assintomatica em
hospedeiro imunocompetente, podendo tornar-se infeccdo disseminada ou
hiperinfecgcdo em casos de imunossupressao (KEISER; NUTMAN, 2004; PAULA;
COSTA-CRUZ, 2011).

O parasito intestinal S. stercoralis foi primeiro observado pelo médico
francés Louis Normand em 1876, na cidade de Toulon - Franca, quando
examinava fezes diarreicas de soldados franceses que serviram na
Conchinchina, atual Vietna. Bavay, farmacéutico e colaborador de Normand,
classificou as formas encontradas nas fezes como Anguillula stercoralis (latim
“Anguillula” = pequena enguia ou peixe longo e “stercus” = esterco) e como A.
intestinalis as presentes na luz intestinal de individuos necropsiados (GROVE,

1996).

O nematdédeo Strongyloides sp, pertence ao ao reino Metazoa, filo
Nematoda, classe Secernentea, ordem Rhabditida, familia Strongyloididae que é
composta por parasitas de interesse médico e veterinario (NCBI, 2011). O género
Strongyloides apresenta 52 espécies das quais somente duas tem importancia
clinica para o homem: S. stercoralis e S. fuelleborni von Linstow (1905). A
primeira espécie tem distribuicdo mundial, especialmente nas regides tropicais,
podendo também infectar caes, gatos e macacos e a segunda, é encontrada na
Africa e nas Filipinas (SPEARE, 1989; PIRES; DREYER, 1993; GROVE, 1996;
SHARIATI et al., 2010).

No Brasil, a importdncia desse parasito como agente etioldégico da
estrongiloidiase ou anguilulose, foi salientada primeiramente por Ribeiro da Luz

em 1880. A partir de entédo, estudos tém sido realizados demonstrando variagdes



na prevaléncia dessa parasitose em decorréncia de varios fatores, principalmente
como idade, diferencas geograficas e socio-econémicas (GENTA, 1989; PAULA,;

COSTA-CRUZ, 2011).

1.1 Aspectos morfo-bioldgicos do género Strongyloides

As espécies do género Strongyloides apresentam duas geracdes, uma de
vida livre e outra parasitaria, com dimorfismo sexual na primeira e a presencga de
apenas fémeas na segunda (MORAES, 1948). Seis formas evolutivas: fémea
partenogenética parasita e de vida livre, macho de vida livre, ovos e larvas
rabditbide e filarioide s&o distintas morfologicamente (ANDERSON, 2000;
COSTA-CRUZ, 2005).

A fémea partenogenética parasita tem aspecto filiforme, com a
extremidade posterior afilada. A de S. stercoralis mede cerca de 2,5 mm de
comprimento por 40 um de largura, enquanto a de S. venezuelensis, parasito
natural de roedores, tem até 3,2 mm por 41 ym. Revestimento formado por uma
cuticula delgada, com estriagdes transversais. O sistema digestério é formado
por boca trilabiada; es6fago filariforme e longo; intestino simples; e orificio anal
na extremidade posterior em posigcéao transversal. Vulva ventral, posicionada no
terco médio do corpo; dela parte o utero anfidelfo; seguem-se ovarios, que
dependendo da espécie sao espiralados com o intestino; e ovidutos, com 0s ovos
enfileirados em seu interior; estes 6rgaos formam o sistema reprodutor que ocupa
até 2/3 do organismo (MORAES, 1948; LEVINE, 1979; REY, 2001; COSTA-
CRUZ, 2005).

A fémea de vida livre ou estercoral é fusiforme, com a porcao posterior
afilada. Tanto a de S. stercoralis, quanto a de S. venezuelensis sdo menores que
a fémea partenogenética e medem até 1,2 por 0,07 mm e 1,2 por 130 um no

comprimento e largura, respectivamente. A cuticula é fina e com leves estrias



marcando-a transversalmente. Nessa forma evolutiva, o sistema digestério
também é simples e formado por boca pequena, esbfago curto e rabditoide,
intestino simples e anus préximo a extremidade posterior. O sistema reprodutor é
organizado em vulva na regido mediana do corpo, utero anfidelfo, ovarios e
receptaculo seminal. O niumero de ovos no interior do Utero é maior em relagdo a
fémea parasita (MORAES, 1948; LEVINE, 1979; REY, 2001; COSTA-CRUZ,
2005).

O macho de vida livre possui o corpo afusado e menor que o das fémeas.
Mede 0,7 mm de comprimento por 0,04 mm de largura em S. stercoralis e 0,9
mm por 70 ym em S. venezuelensis. Tem revestimento similar ao das fémeas. O
sistema digestdrio é organizado em boca trilabiada, eséfago rabditoide e intestino
simples terminando em cloaca na regido caudal. A cauda é recurvada
ventralmente e apresenta dois espiculos iguais copulatérios, sustentados pelo
gubernaculo. A genitalia é constituida pelos testiculos, vesicula seminal e canais
deferente e ejaculador (MORAES, 1948; LEVINE, 1979; REY, 2001; COSTA-
CRUZ, 2005).

As larvas rabditoides sdo os primeiros estadios larvais (L1 e L2) das
espécies de Strongyloides e medem de 200 a 300 ym no comprimento. As
oriundas das fémeas estercoral ou parasita sdo quase idénticas. Elas tém uma
cuticula delicada e hialina recobrindo-as. A boca € diminuta e 0 eséfago € do tipo
rabditoide, com dilatacées bulbiformes e constriccdo na por¢do mediana. O
sistema digestorio é continuado pelo intestino, que termina em abertura anal
espacada da extremidade posterior. Observa-se também um primoérdio genital
nitido, formado por agregado de células (MORAES, 1948; REY, 2001; COSTA-
CRUZ, 2005).

Apbs a segunda muda, as larvas diferenciam-se em L3, que sdo as larvas
filarioides. As L3 sédo alongadas e finas e medem 0,05 mm de comprimento.

Apresentam cuticula fina e estriada e cauda com detalhe entalhado



caracteristico. O vestibulo bucal é curto, o es6fago filarioide e o intestino longo e
estreito com anus posterior. Podem seguir o curso evolutivo ao penetrar no
hospedeiro ou ainda em vida livre e essa diferenca acarreta algumas pequenas
mudancas na morfologia deste estadio (MORAES, 1948; LEVINE, 1979; REY,
2001; COSTA-CRUZ, 2005).

Ovos das fémeas parasitas e de vida livre assemelham-se, com diferencga
apenas no tamanho, sendo os da ultima maiores. Sao estruturas elipsoides, de
parede translucida que permite visualizar no momento da oviposi¢do o embrido

parcial ou totalmente desenvolvido (MORAES, 1948; GROVE, 1996).

1.2 Modo de transmissao e ciclo biolégico de S. stercoralis

As espécies de Strongyloides tém ciclos evolutivos complexos
(ANDERSON, 2000; FERREIRA et al.,, 2007; VINEY; LOK, 2007). A maioria
destes helmintos apresenta habilidade de manter-se alternando geracdes
homogénicas ou diretas em etapas parasitarias e heterogbnicas ou indiretas em
repetidas proles de vida livre. Estas fases s&o comumente divididas nos ciclos
parasitarios partenogenético e no sexuado de vida livre, ambos monoxénicos

(REY, 2001; COSTA-CRUZ, 2005; THOMPSON et al., 2005).

A infecgcdo no homem ocorre pela penetracao ativa das L3 na pele integra,
ou ocasionalmente, através das mucosas, principalmente da boca e do es6fago,
quando sao deglutidas acidentalmente através de alimentos contaminados.
Essas larvas secretam metaloproteases, enzimas que auxiliam, tanto na
penetracdo quanto na migracao através dos tecidos (GROVE, 1996; MARUYAMA
et al., 2006).

Ao encontrar o hospedeiro, as larvas filarioides infectantes penetram

ativamente a pele ou mucosas alcancando a circulagdo linfatica ou venosa e



chegando aos pulmdes. Nos capilares pulmonares, segundo alguns, diferenciam-
se em L4 quando estimuladas pelo uso de imunossupressores, atravessam o
endotélio alveolar, sobem pela arvore brénquica, chegam a faringe, sdo deglutidas
e alcancam o intestino delgado (MORAES, 1948; COSTA-CRUZ, 2005), ai se

estabelecendo como fémea parasita.

A fémea partenogenética parasita localiza-se no duodeno em contato com
as glandulas de Lieberkiihn, onde faz a postura de ovos larvados, que eclodem na
mucosa e liberam as larvas rabditoides, transportadas nas fezes até o meio
externo, onde dependendo das condicées encontradas desenvolverdo o ciclo
homogdnico (direto) ou heterogbnico (indireto) (MORAES, 1948). Em modelos
experimentais, foi demonstrado que em casos graves de imunossupressao as
fémeas parasitas podem alojar-se nas diversas regides do intestino: duodeno,

jejuno e até mesmo ileo (GONCALVES et al., 2008).

No ciclo homogbnico, que € o mais simples, as larvas rabditoides muito
vorazes alimentam-se da microbiota das fezes, aumentam de tamanho e em 24
horas diferenciam-se em larvas de segundo estadio e apds dois dias atingem o
estadio de L3 que nao ingerem alimento. Estas larvas morrem em uma a duas
semanas, a menos que infectem ou reinfectem o hospedeiro (MORAES, 1948;

GROVE, 1996; COSTA-CRUZ, 2005).

No ciclo heterogbnico, mais complexo, as larvas rabditoides sofrem quatro
diferenciacdes no solo e apds 18 a 24 horas, produzem fémeas e machos de vida
livre (MORAES, 1948; COSTA-CRUZ, 2005). O encontro dos adultos maduros
favorece o acasalamento e na seqliéncia ocorre a postura de ovos larvados, dos
quais eclodem L1 que desenvolvem para L3 sem passar pelo estadio de L2 de

vida livre (YAMADA et al., 1991).

A definicdo do sexo das larvas rabditoides ocorre durante a oogénese ou
embriogénese, sendo as cargas cromossdmicas n, 2n € 3n correspondentes aos

machos, fémeas de vida livre e as larvas filarioides, respectivamente. Infeccoes



recentes produzem grandes quantidades de larvas infectantes que facilitam a
reinfeccdo continua do hospedeiro e as infecgdes cronicas favorecem o ciclo
indireto que garante uma fonte de L3 por longos periodos de tempo, embora as
taxas de producdo sejam baixas. Nas infecgcdes mais antigas, o numero de
machos de vida livre aumenta devido aos efeitos da imunidade do hospedeiro e da
idade das fémeas partenogenéticas (MONCOL; TRIANTAPHILLOU, 1978;
SHIWAKU et al., 1988).

Entre as infeccoes humanas causadas por nematédeos, S. stercoralis é o
Unico que possui a habilidade de auto-infeccdo, tanto externa (onde as L1 na
regido perianal de individuos infectados diferenciam-se em L3 e ai penetram,
completando o ciclo direto), quanto interna (onde as L1 na luz intestinal de
individuos infectados, diferenciam-se em L3 que penetram a mucosa intestinal -
ileo e colon) o que faz a estrongiloidiase persistir por muitas décadas apds o
individuo ter sido infectado mesmo na auséncia de novas infeccbes. A auto-
infecgdo interna pode provocar a elevacdo do numero de parasitos no intestino e
nos pulmdes, conhecido como hiperinfeccao. O termo disseminacéo é usualmente
restrito para infecgcdes nas quais parasitos sdo encontrados em sitios ectépicos
(LIU; WELLER, 1993; RAMACHANDRAN et al., 1998; SIDDIQUI; BERK, 2001 e
2003).

1.3 Epidemiologia da estrongiloidiase humana

Parasitose de prevaléncia mundial, a estrongiloidiase tem distribuicéo
heterogénea e estima-se que entre 30 e 100 milhdes de pessoas encontram-se
infectadas com S. stercoralis (PIRES; DREYER, 1993; SIDDIQUI; BERK, 2001;
VINEY; LOK, 2007; OLSEN et al., 2009; PAULA; COSTA-CRUZ, 2011). Dentre
as infeccbes causadas por geohelmintos a estrongiloidiase esta entre as seis

primeiras. Esta posicdo refere-se apenas as infecgbes ativas, uma vez que o



namero de pessoas potencialmente expostas ou com quadro de infeccao sub-
clinico é muito maior (BETHONY et al., 2006; ELLIOTT; SUMMERS;
WEINSTOCK, 2007).

As larvas de S. stercoralis apresentam tropismos que podem ter
correlacoes epidemiolégicas na doenca parasitaria que causam: geotropismo
negativo: movimento de ascensdo das larvas pelas superficies; histotropismo
positivo: penetracdo das larvas infectantes pela pele; tigmotropismo positivo:
tendéncia a se fixarem em substratos; termotropismo positivo: deslocamento para
onde a temperatura for maior; hidrotropismo positivo: tendéncia de deslocamento
para onde tiver agua; quimiotropismo ao O, positivo; quimiotropismo ao CO,
negativo; galvanotropismo indiferente e fototropismo indiferente (MORAES,

1948).

Foi definido por Stuerchler (1981 apud PIRES; DREYER, 1993) as regides
mundiais de acordo com a prevaléncia da infeccdo por S. stercoralis: esporadica
(<1%), endémica (1-5%) e hiperendémica (>5%). As areas hiperendémicas estéo
situadas, principalmente, entre os trépicos, especialmente nos paises em
desenvolvimento da Asia, América Latina e Africa Subsaariana (KOZUBSKY;

ARCHELLI, 2004; FARDET et al., 2007; DEVI; BORKAKOTY; MAHANTA, 2011).

Nas regides desenvolvidas do mundo, como Sudeste da América do Norte
e Europa, as infeccdes séo freqientes em trabalhadores do campo e também
tem origem nao autéctone em razdo dos imigrantes e visitantes de areas
endémicas (CELEDON et al., 1994; SIDDIQUI; BERK, 2001; MARCOS et al.,
2008). Nos paises desenvolvidos as infecgbes helminticas, incluindo a
estrongiloidiase, podem ser controladas por programas de atengdo béasica a

saude e medidas de saneamento efetivo (PAULA; COSTA-CRUZ, 2011).

No Brasil, varias doencas causadas por parasitos ainda possuem alta
prevaléncia. Entretanto, como em um mesmo pais podemos encontrar areas

altamente desenvolvidas contrastando com areas bastante pobres, a prevaléncia



e 0 espectro parasitario variam muito. Pode-se dizer que esta variacao se deve a
diversos fatores observados nas diferentes areas, como: sécio-econémicos,

educacionais, condicdes sanitarias e ambientais (PAULA; COSTA-CRUZ, 2011).

Os estados de maior ocorréncia da estrongiloidiase sao Amazonas,
Alagoas, Mato Grosso, Sdo Paulo, Santa Catarina e Minas Gerais (MINISTERIO
DA SAUDE, 2005; PAULA; COSTA-CRUZ, 2011). No municipio de Uberlandia
(MG) foi reportado 13% de positividade em escolares (MACHADO; COSTA-
CRUZ, 1998), 3,31 % em criangas hospitalizadas (PAULA et al., 2000), 33,3% em
alcodlatras (OLIVEIRA et al.,, 2002), 12% em pacientes infectados pelo
virus da imunodeficiéncia humana (HIV)/ sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(AIDS) (SILVA et al.,, 2005); os quatro trabalhos utilizaram os métodos de
Baermann-Moraes (1917; 1948) e de Lutz (1919). Ainda em Uberlandia, estudos
realizados por Mendonca et al. (2006) mostraram 3,8% de prevaléncia de
estrongiloidiase em pacientes diabéticos, 9,1% em pacientes com cancer
gastrointestinal (MACHADO et al., 2008) e 4,4% em puérperas lactantes (MOTA-
FERREIRA et al., 2009), com a mesma metodologia coprodiagndstica. Estes

resultados revelam que a regido é area hiperendémica.

1.4 Sintomatologia da estrongiloidiase humana

Muitos individuos infectados sao assintomaticos, enquanto que outros
podem apresentar desconfortos intestinais. A presenca de ovos, larvas e parasitos
adultos na mucosa do intestino delgado resultam em reacao inflamatéria, podendo
ocorrer sindrome de ma absorcdo, diarréia crénica com perda proteica, dor
abdominal, hemorragia com desenvolvimento de quadros de hipoalbuminemia e

anemias (GROVE, 1996; BOULWARE et al., 2007; FARDET et al., 2007).

Os sintomas pulmonares apresentam intensidade variavel, estando

presentes em todos os individuos infectados, caracterizando-se por tosse com ou



sem expectoragao, dispnéia, crises asmatiformes decorrentes das larvas filarioides
e ocasionalmente de fémeas, que ai podem atingir a maturidade liberando larvas
rabditoides. A migracao e a diferenciacdo das larvas filarioides podem provocar
rompimento dos capilares dos alvéolos causando hemorragias e infiltrado
inflamatério, constituido de linfocitos e eosindfilos e podem ser limitados ou em
casos mais graves, provocar a Sindrome de Loeffler, edema pulmonar e
insuficiéncia respiratéria (PIRES; DREYER, 1993; TING, 2000; MUKERJEE et al.,
2003; COSTA-CRUZ, 2005).

A cronicidade da infeccao por S. stercoralis ocasiona exposicao constante
dos antigenos do parasito aos componentes celulares e humorais do sistema
imune. O envolvimento de mecanismos imunoldgicos no processo fisiopatoldgico
da estrongiloidiase nao foi completamente elucidado (FOGACA et al., 1990;

GONGCALVES et al., 2008; RODRIGUES et al., 2009).

1.5 Resposta imune do hospedeiro

Na estrongiloidiase, alguns hospedeiros desenvolvem infeccao
assintomatica e crbénica, enquanto outros apresentam sintomas leves com cura
espontanea, e outros ainda, a hiperinfecgdo com doenca disseminada. A variagao
destes sintomas pode estar relacionada com a capacidade do sistema
imunolégico de desenvolver ou ndo resposta imune contra o parasito e curar a
infeccdo, ou do grau de infeccdo que resultaria em menor ou maior

sintomatologia (GROVE, 1996; FARDET et al., 2007).

Independente da extensa complexidade dos organismos, na maioria dos
casos as respostas imunes dos hospedeiros contra os parasitos sao similares,
sendo respostas T-dependentes com perfil Th2, com a producéo de Interleucina-
4 (IL-4), IL-5, IL-9, IL-10, IL-13, resposta humoral mediada por IgE e resposta
celular mediada por eosinéfilos e mastécitos (GAUSE; URBAN; STADECKER,
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2003, NEGRAO-CORREA et al., 2006, FERREIRA et al., 2007, RODRIGUES et
al., 2009). A producdo de IL-4 que é necessaria para protecao contra diversos
helmintos limita a gravidade da infeccao interferindo na resposta imune
diretamente na fisiologia do intestino, aumentando o conteddo de fluido no trato
digestorio. Este aumento de fluido € decorrente do aumento da permeabilidade

intestinal e reducao da absorcao de liquidos (GOLDHILL et al., 1997).

No mecanismo T-independente, moléculas inflamatérias inespecificas
secretadas por macréfagos incluindo tumoral necrosis factor-o. (TNFo) e IL-1,
contribuem para a proliferacao de células caliciformes e provocam aumento na
secrecdo de muco, que reveste o0s parasitos e levam a sua expulsdo
(MARUYAMA et al., 2000, NEGRAO-CORREA, 2001; COSTA-CRUZ, 2005). A
mucina gastrointestinal € um constituinte da barreira luminal que é a primeira
linha de defesa do hospedeiro contra patdégenos invasores. As glicoproteinas
poliméricas do muco sao ricas em residuos dos aminoacidos serina e treonina,
que fornecem numerosos sitios de ligacdo para oligossacarideos presentes na
superficie de parasitos. Se o invasor vence a primeira linha de defesa ha em nivel
de epitélio e lamina prépria os Toll-like receptors (TLRs) que fazem parte da
resposta imune inata e reconhecem os parasitos via pathogen-associated
molecular patterns (PAMPs). A estimulacdo desta via leva a producédo de
citocinas inflamatérias e moléculas co-estimulatérias pelas células dendriticas e
macrofagos. Dependendo do TLR estimulado, havera polarizagdo de uma
resposta adaptativa de perfil Th1 para o Th2, por exemplo, a sinalizagdo pelo
TLR-2 induz a produgdo de IL-4, IL-5 e IL-13 (NEGRAO-CORREA, 2001;
MONCADA; KAMMANADIMINTI; CHADEE, 2003, KEREPESI et al., 2007). A IL-
12 e a IL-18, citocinas produzidas primariamente pelos macréfagos e outras
células acessoérias, induzem a producéo de interferon-y (INF-y) que favorece a
proliferacdo e a ativagdo das células Th1, modulando ou inibindo a resposta

imune protetora dependente de Th2 (ARIZONO et al., 2007).

Os eosindfilos sdao fundamentais para a resposta protetora contra
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helmintos (TRAJMAN; MAcCDONALD; ELIA, 1997; COSTA-CRUZ, 2005,
ARIZONO et al., 2007; FERREIRA et al., 2007). Eles sintetizam e estocam em
granulos citoplasmaticos as proteinas catibnicas: major basic protein (MBP),
eosinophil cationic protein (ECP), eosinophil peroxidase (EPO) e a neurotoxina
derivada do eosindfilo (EDN); estas proteinas sao as responsaveis pelos maiores
danos teciduais atribuidos aos eosindfilos. Apds a ativacdo celular sao
secretados mediadores secundarios: leucotrienos, fator ativador de plaquetas,
outros mediadores lipidicos, peptideos da inflamacdo aguda [IL-1, IL-8,
macrophage inflammatory protein (MIP)], TNFa e citocinas imunoreguladora (IL-
3, IL-4, IL-5), granulocyte-monocyte colony-stimulating factor (GM-CSF),
transforming growth factor B (TGFp). Estes mediadores provocam vasodilatagao,
aumento da secrecdo de muco e contragdo da musculatura lisa (MEEUSEN,

1999, MACHADO et al., 2005).

Anticorpos das classes IgM, IgA e IgG especificos, além de IgE, também
sdo produzidos pelo hospedeiro na resposta imune contra helmintos, incluindo
Strongyloides sp. IgG é a principal imunoglobulina do soro, correspondendo entre
70 -75% do total de anticorpos séricos. Entre as subclasses de IgG forma-se,
principalmente, 1gG1 e 1gG4 na elaboragdo da resposta contra S. stercoralis
Credita-se a 1gG4 o bloqueio na resposta protetora promovida pela IgE, ou seja,
modula as respostas alérgicas IgE-mediadas pela ligacdo em sitios dos
mastocitos (ATKINS et al., 1997, 1999; RODRIGUES et al. 2007). E possivel que
o aumento nos niveis de lgG4, que se segue as infeccbes primarias, reduza a
expulsao dos parasitos 0 que permite o estabelecimento das fémeas parasitas.
Assim, a estrongiloidiase cronica pode ser resultado da diminuicao das respostas
de hipersensibilidade (lgE-mediadas) para a persistente autoinfeccdo, com
consequente reducdo dos efeitos imunopatolégicos da anafilaxia constante
(ATKINS et al., 1997). No entanto, nos casos de doenga disseminada e de

imunossupressao, os niveis de IgE podem estar normais (MARCOS et al., 2008).

IgA é o segundo anticorpo mais presente no soro e representa a classe
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mais proeminente nas mucosas e suas secrecoes. Pelo fato do ciclo biolégico do
parasito apresentar o envolvimento de mucosas pulmonar e intestinal, o
hospedeiro pode elaborar resposta local e sistémica mediada por imunoglobulina
A (ATKINS et al., 1999; COSTA et al., 2003; MOTA-FERREIRA et al., 2009;
GONCALVES et al.,, 2012). Pacientes com sintomatologia grave tem reducao
significativa da concentracdao de IgA e IgM, entretanto, ndo ha alteracdo nos

niveis de IgG (COSTA-CRUZ, 2005).

1.6 Diagnostico da estrongiloidiase

O diagnéstico clinico da estrongiloidiase é incerto uma vez que a maioria
dos casos é assintomatico, ou quando com sintomatologia presente, os sintomas
pulmonares e intestinais sdo comuns a outras parasitoses. Com isso, é
necessaria a utilizacdo de exames parasitologicos e imunolégicos
complementares (LIU; WELLER, 1993; SIDDIQUI; BERK, 2001; AGRAWAL;
AGARWA; GHOSHAL, et al., 2009).

O diagnéstico da estrongiloidiase humana é confirmado pelo encontro das
formas parasitarias de S. stercoralis nas fezes. Os parasitos, menos
rotineiramente, podem ser encontrados em fluidos de aspirado duodenal, lavado
bronco alveolar (LBA), escarro, urina, esfregaco de sangue periférico e liquor; ou
amostras de tecido solido, como de bidpsia de pele e endoscopia do sistema
digestério (ONUIGBO; IBEACHUM, 1991; LIU; WELLER, 1993; PIRES;
DREYER, 1993; DOORN et al., 2007; KAKATI et al., 2011).

Na grande maioria dos individuos, S. stercoralis € encontrado em um
namero reduzido, devido a baixa e irregular eliminacdo das larvas nas fezes.
Desta forma as técnicas de rotina para o exame coproparasitolégico como
Hoffmann, Pons e Janer (1934), Faust; Sawitz; Tobie (1939) e Ritchie (1948) nédo

sdo sensiveis para a deteccao deste parasito. Os métodos parasitoldégicos de
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Baermann (1917), modificado por Moraes (1948) sdo indicados, pois se baseiam
no hidro e termotropismo das larvas, ainda assim, sdo necessarias sete amostras
de fezes colhidas em dias alternados para o diagnéstico de certeza (ANDRADE-
NETO, ASSEF, 1996; UPARANUKRAW et al., 1999; SIDDIQUI; BERK, 2001;
INES et al., 2011).

Estudos demonstraram sensibilidade dos exames de fezes com variacao
de 15 a 24%, com uma amostra, aumentando entre 55 e 78% quando utilizadas
trés amostras. No intuito de facilitar o diagnéstico, com o aumento da
sensibilidade do exame coproldgico, foram desenvolvidas técnicas de cultivo dos
estadios larvais. As técnicas de cultura mais comuns sao a de cultura em papel
filtro (HARADA; MORI, 1955) ou em placa de agar (KOGA et al.,, 1991;
STEINMANN et al., 2007; INES et al., 2011).

O diagnéstico imunolégico da estrongiloidiase tem sido direcionado
preferencialmente para a deteccao de anticorpos da classe IgG contra antigenos
larvais somaticos, principalmente no soro (LINDO et al., 1994; SATO et al., 1995,
SILVA et al., 2003). Acredita-se que estes testes sejam mais sensiveis que o
exame parasitoldégico, mas nao sao utilizaveis para diferenciacao entre a infecgao
crbnica e a infeccdo ativa e nem disseminacdo, além do fato de estarem
correlacionados com a intensidade da resposta imune do individuo, sofrendo
influéncia da idade, entre outros fatores (LINDO et al., 1994). Assim, para
contribuir com o diagnéstico precoce, foi desenvolvida a detecgdo de antigenos
parasitarios em amostras fecais por ensaios imunoldgicos, método que também
tem a vantagem de ter grande sensibilidade, fator importante quando se
considera os pacientes imunodeficientes, de grupo de risco para a

estrongiloidiase (BAILEY, 1989; NAGESWARAN; CRAIG; DEVANEY, 1994).

Testes imunoldgicos como enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA),
reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e immunoblotting tém sido Uteis na

avaliagdo da resposta imune do hospedeiro, nos casos de formas assintomaticas
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com a finalidade de esclarecimento do diagnéstico clinico, e em inquéritos
soroepidemiolégicos por apresentarem elevada sensibilidade em relacdo aos
métodos parasitolégicos (FOGACA et al., 1990; LINDO et al., 1994; BOSCOLO et
al., 2007; DOORN et al., 2007). Porém, a maior limitacdo encontrada na
padronizacdo de testes mais especificos € a dificuldade de obter-se larvas

filarioides de S. stercoralis para a producao do extrato antigénico homélogo.

Na tentativa de melhor acuracia no diagnéstico da estrongiloidiase, foi
desenvolvido utilizando a ferramenta de biologia molecular o uso de antigeno
recombinante de larva filarioide purificado em reagdo imunoenzimatica (RAVI et

al., 2002).

Recentemente padronizou-se a reagcdo em cadeia de polimerase em
tempo real (RT-PCR) para detec¢cdo de DNA de S. stercoralis em material fecal

humano (VERWELJ et al., 2009; KRAMME et al., 2011).

1.7 Imunossupressao e acao modulatdria da dexametasona

Os glicocorticoides sao esteroides antinflamatérios produzidos na zona
fasciculada do cértex da adrenal. Como sao moléculas lipossoluveis, difundem-se
facilmente através das membranas celulares. Exercem seus efeitos pela ligacao
aos receptores que se encontram no citoplasma, entdo o complexo é translocado
para o nucleo, ligando-se em genes alvos inibindo a transcricdo de varios genes
para citocinas, enzimas, receptores e moléculas de adesdao (NEWTON, 2000;

LIBERMAN et al., 2007).

A dexametasona é um glicocorticoide que possui amplo espectro de acao,
sendo um potente antinflamatério e imunossupressor uma vez que ela age sobre
vasos sanguineos, diversos mediadores, precursores e tipos celulares

inflamatérios e tem atividade marcante sobre o sistema imunolégico. Tem um
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efeito sobre a concentracao, a distribuicdo e a funcao dos leucécitos periféricos,
bem como efeitos supressores sobre a producdo de citocinas e de outros
mediadores lipidicos e glicolipidicos da inflamacdo (ROBERT et al., 1995;
PARFITT, 1999).

Com relacao as infec¢des helminticas, os glicocorticoides atuam inibindo a
ativagao, proliferagéao e sobrevivéncia de células inflamatérias, como eosindfilos e
mastécitos através de bloqueio das citocinas IL-4, IL-5 e IL-13, responsaveis pelo
recrutamento e sobrevivéncia dessas células. Estudos mostraram que os
glicocorticoides, além de inibir a acdo de IL-5 na sobrevivéncia dos eosindfilos,
também podem atuar como inibidores da proteina basica principal presentes nos

eosinofilos (WALLEN et al., 1991).

Utilizando Rattus norvegicus Wistar imunossuprimidos com dexametasona
e experimentalmente infectados por S. venezuelensis, Tefé-Silva et al. (2008)
demonstraram que o uso de drogas com acdo imunomodulatéria, tais como a
dexametasona, pode interferir na morbidade no ciclo pulmonar, durante a
infeccdo por S. venezuelensis, contribuindo para revelar os mecanismos

envolvidos na sua patogénese.

1.8 Modelos experimentais na estrongiloidiase

Para o estudo da infeccdo humana bem como para a biologia de seu
agente causador, tem sido utilizado como modelo experimental o parasito da
espécie Strongyloides venezuelensis Brumpt (1934) (BAEK; ISLAM; MATSUDA,
1998; GONCALVES et al., 2008). Esses helmintos parasitam roedores silvestres,
e podem ser favoravelmente mantidos em roedores de linhagens desenvolvidas
para uso na pesquisa. Ratos e camundongos sdo facilmente sustentados em
laboratério, eliminam consideravel nimero de ovos nas fezes, a coprocultura ndo

oferece risco de infeccao para os manipuladores e o tempo na estufa é reduzido.
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Assim, pode-se manter a producao de antigeno no laboratério de forma constante
e segura (GROVE; BLAIR, 1981; NORTHERN et al., 1989; SATO et al., 1995;
COSTA-CRUZ et al., 1997; MACHADO et al., 2001; GONCALVES et al., 2012).

Em infeccbes experimentais, as larvas infectantes de S. venezuelensis
percorrem, obrigatoriamente, um trajeto pulmonar antes de se estabelecerem na
mucosa duodenal do hospedeiro, similar a migracao de S. stercoralis em
humanos (NEGRAO-CORREA et al., 2003; FERREIRA et al., 2007), o que

permite 0 melhor entendimento da relacéo parasito-hospedeiro.

Diante da dificuldade de obtencdo de extrato antigénico homdlogo,
diversos estudos tém sido realizados a partir de extrato antigénico heterélogo no
imunodiagnéstico da estrongiloidiase humana, necessitando para isso do modelo
experimental. Machado et al. (2003) afirmaram que o extrato alcalino de larva de
S. venezuelensis demonstrou alta sensibilidade e especificidade para a deteccao
de IgG especifica em amostras de soro humano pelo teste ELISA e que pode ser
empregado no diagnéstico. Purificando o extrato bruto larval de S. venezuelensis
com triton X-114, Feliciano et al. (2010) verificaram que a fracao detergente do
extrato salino demonstrou alta especificidade, indicando fonte de peptideos
especificos para o diagnotico na sorologia humana. Além disso, recentemente,
Gongalves et al. (2012) verificaram que os extratos alcalinos produzidos a partir
de fémeas partenogenéticas parasitas e de ovos de S. venezuelensis podem ser
utilizados como fonte alternativa no imunodiagnéstico, embora o melhor extrato

antigénico continue a ser o extrato produzido a partir de larvas filarioides.

Embora a resposta Th2 esteja associada com a prote¢ao do hospedeiro na
maioria dos modelos experimentais de infeccdo por helmintos em murinos, o
exato mecanismo responsavel por este fendbmeno ainda nao foi completamente
esclarecido (LAWRENCE et al., 1995; NEGRAO-CORREA, 2001). Desse modo,
varios estudos experimentais buscam compreender a complexa interacao

imunoldgica entre parasito e hospedeiro. Pesquisas in vitro demonstraram que 0s
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eosindfilos sozinhos ou em conjunto com outros componentes do sistema imune
tais como anticorpos ou complemento podem mediar a morte de nematddeos
(GALIOTO et al., 2006). Utilizando modelos experimentais, Coffman et al. (1989)
e Urban; Katona; Finkelman (1991) observaram que em camundongos tratados
com anticorpo monoclonal (mAb) para IL -5 ha uma deplecao dos eosindfilos, o
que resulta no bloqueio da imunidade para outras infecgcdes. Camundongos
deficientes em IL-5 sdo incapazes de induzir eosinofilia tanto sanguinea quanto
tecidual quando infectados por helmintos contribuindo para a sobrevivéncia do
parasito (OVINGTON et al., 1998). Estudos complementares demonstraram que
em camundongos transgénicos para IL-5 houve aumento na producao de IL-5,
com consequente eosinofilia sistémica (LEE et al., 1997), diminuindo a
sobrevivéncia de varios nematddeos intestinais (SHIN et al., 1997; HERBERT et

al., 2000).

Outros autores investigaram a interacdo do parasito com o intestino do
hospedeiro e demonstraram que a expulsdo da fémea partenogenética de
Strongyloides sp. da mucosa intestinal de camundongos e ratos, esta associada
com a hiperplasia de mastécitos intraepiteliais através da ativacdo de mediadores
inflamatérios (ABE; NAWA, 1987; NAWA et al.,, 1994). A ativacdo destes
mediadores € induzida pelo processo de liberacdo de granulos pré-formados,
através da ligacdo cruzada de receptores de alta afinidade da IgE (FceRl)
(BEAVEN; METZGER, 1993; MARUYAMA et al.,, 2000). Onah; Nawa, (2004)
demonstraram que camundongos geneticamente deficientes em receptor de alta
afinidade gama (FcRy) sao susceptiveis a infeccdo por S. venezuelensis, devido

a reducao no numero de mastdcitos intestinais.

Camundongos infectados por S. ratti e S. venezuelensis na primeira
infeccdo induzem imunidade, na segunda infeccdo tornam-se resistentes ao
parasitismo. Essa resisténcia foi demonstrada pela diminuicdo da producdo de
ovos pelas fémeas partenogenéticas de ambas espécies e foi devido a alta

producao de IL-5 e aumento de eosindfilos (KORENAGA et al., 1995). Resultados
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semelhantes foram demonstrados por Baek et al. (2003), que observaram a
ocorréncia da resposta protetora em ratos infectados por S. venezuelensis. Além
disso, verificaram que apos a infeccao inicial com 1000 L3 de S. venezuelensis,
todos os ratos dos grupos experimentais desenvolveram algum grau de infec¢ao
com alta populacao de larvas filarioides nos pulmdes no terceiro dia pos-infeccao,
e parasitos adultos no intestino delgado no sétimo dia p6s-infeccao entre animais
imunossuprimidos e ndo imunizados; no 42° dia p6s-infecgao, os parasitos foram
expelidos gradualmente. Os primeiros ovos apareceram nas fezes no sexto dia
pbs-infeccdo, sendo que o pico de eliminacdo foi no nono dia pés-infecgao,

tendendo a zero no 38° dia pés-infeccao, nos animais controles.

Em estudo experimental de coproantigenos, Nageswaram et al. (1994)
realizaram a deteccdo de antigeno em amostras fecais de ratos
experimentalmente infectados por Strongyloides ratti utilizando o teste ELISA. Os
dados foram bastante promissores, sinalizando alternativa para o
imunodiagnéstico da estrongiloidiase na pratica laboratorial. No entanto, um fator
relevante € considerar a cinética de deteccao desse antigeno no modelo
experimental dando énfase a imunossupressao, variavel muito importante no
contexto da estrongiloidiase atual, uma vez que percebe-se o aumento de
transplante de 6érgdo, disseminagdo do virus da AIDS, desnutricdo, diabetes,
aumento do consumo de bebidas alcdolicas e pacientes com cancer
gastrointestinal que favorecem o desenvolvimento da parasitose (FERREIRA et al.,
1999; KEISER; NUTMAN, 2004; MENDONCGA et al., 2006; MACHADO et al., 2008;
MARCQOS et al., 2008).

Para auxiliar no imunodiagnéstico, tém sido padronizadas técnicas de
deteccao de anticorpos das varias classes em amostras de soro de modelos
experimentais. Camundongos infectados por S. stercoralis desenvolveram
imunidade protetora mediada pelo aumento nos niveis de IgA, IgG e IgM
especificos e nao especifico ao parasito (ABRAHAM et al 1995). Em

camundongos parasitados por S. ratti, houve aumento significativo somente nos
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niveis de IgG1 e IgM associados com a imunidade protetora contra a L3 (GROVE;
NORTHEN; DAWKINS, 1985; ABRAHAM et al., 1995). Além disso, a deplecao de
anticorpos IgE especificos e ndo especificos ndo afeta o curso da infecgdo em

camundongos parasitados por S. ratti (KORENAGA et al, 1995).

Em camundongos Swiss infectados por S. venezuelensis tratados e nao
tratados com inibidor sintético do leucotrieno B; (MK886) e camundongos
controles verificaram que a concentracdo de IgG1 no soro de camundongos
infectados foi mais elevada do que aquela vista nos animais controles, somente
no 142 dia pés-infeccao. Os niveis de IgG2a foram similares em todos os grupos
estudados. Concentracoes de IgE especifico ao parasito no soro dos
camundongos infectados aumentou significativamente somente entre os dias 7 e
14 pds-infecgcdo, com o pico no dia 14. O tratamento com MK886 reduziu a
concentragdo de IgE em 65% e 45%, respectivamente, nesses dois dias

(MACHADO et al., 2005).

Estudo realizado com camundongos Balb/c previamente imunizados com
antigeno de S. venezuelensis, ou infectados com larvas filarioides, demonstrou
que todos o0s camundongos imunizados desenvolveram resposta imune
predominantemente Th2, com producgao de IgG1 e IgE, com intenso infiltrado de

granuldcitos na pele, pulméo e intestino (FERNANDES et al., 2008).

A andlise do LBA em modelos experimentais permitiu a observacdo do
aumento de leucdcitos totais e de células mononucleares (MACHADO et al.,
2005), dados que estdo de acordo com estudos preliminares utilizando outros
parasitos (KORENAGA et al., 1991; ROTMAN et al., 1996; MARUYAMA et al.,
2000). Utilizando amostras de LBA de camundongos, Silveira et al., (2002)
também verificaram a presencga de processo inflamatério e producao de muco no
quinto dia pds-infeccdo por S. venezuelensis, quando ocorre a migracao de
larvas dos pulmdes para o intestino. Em amostra humana, foi possivel detectar a

estrongiloidiase em paciente imunocomprometido, pela vizualizagdo da larva
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filarioide em lamina corada pela técnica de Gram (ZHAO; ZAHRA, 2011). No
entanto, ndo ha registros na literatura demonstrando a utilizagdo desse fluido

biolégico no imunodignéstico, detectando antigeno, anticorpo e imunocomplexo.

O advento da biologia molecular permitiu a padronizacao de técnicas mais
sensiveis para deteccdo da estrongiloidiase. Em modelos experimentais,
desenvolveu-se a polimerase chain reaction (PCR) em amostras fecais de ratos
Lewis infectados experimentalmente por S. venezuelensis (MARRA et al., 2010),

no entanto continua sendo inviavel na rotina laboratorial devido aos custos.

Desse modo, tendo como modelo experimental o roedor Rattus
norvegicus, hospedeiro natural de S. venezuelensis, acredita-se que o estudo
pelo teste ELISA baseado na deteccdo de antigenos, anticorpos e
imunocomplexos em diferentes amostras bioldgicas de hospedeiros
imunossuprimidos representa potencial perspectiva para diagndéstico da infeccao
humana, sinalizando importancia de aplicabilidade na clinica de pacientes

imunodeprimidos.
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Objetivos
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2. OBJETIVOS

Objetivo geral

Demonstrar a cinética de deteccdo de coproantigenos e de antigenos,
anticorpos e imunocomplexos circulantes em amostras de soro e de lavado
bronco alveolar de ratos imunossuprimidos e experimentalmente infectados por

S. venezuelensis.

Objetivos especificos

1. Produzir extrato alcalino a partir de larvas filarioides de S.

venezuelensis;

2. Produzir soro imune em coelhos para obtencao de IgG anti-larva de S.

venezuelensis;

3. Produzir anticorpo policlonal secundario marcado com peroxidase
(conjugado);

4. Padronizar a cinética de deteccdo de coproantigenos, antigenos,
anticorpos e imunocomplexos circulantes de S. venezuelensis em

amostras de soro e de lavado bronco alveolar.
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MATERIAL E METODOS

3.1 Aspectos éticos

Este estudo foi realizado no Laboratério de Diagnéstico de Parasitoses,
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade Federal de Uberlandia (UFU),
sendo aprovado pelo Comité de Etica na Utilizagdo de Animais da Universidade

Federal de Uberlandia (CEUA/UFU) sob os protocolos de N°004/08 e 172/10.

3.2 Animais

Foram utilizados 126 ratos machos da espécie Rattus norvegicus
(Rodentia, Muridae) da linhagem Wistar Greenman & Donaldson (1906) com
aproximadamente 120g e entre 4 a 6 semanas de idade. Todos os procedimentos
experimentais foram realizados de acordo com o0s principios éticos em pesquisa
animal adotados pelo CEUA e pelo Centro de Bioterismo e Experimentacéo
Animal (CBEA/UFU) onde os ratos foram mantidos durante o periodo

experimental.
Os animais foram divididos em quatro grupos:

Grupo | (ratos nao imunossuprimidos): animais selvagens infectados

com S. venezuelensis, n=30,

Grupo Il (ratos imunossuprimidos): animais imunossuprimidos com

fosfato de dexametasona e infectados com S. venezuelensis, n=30,

Grupo lll (ratos controle nao imunossuprimidos): animais nao

infectados, n=30,
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Grupo v (ratos controle imunossuprimidos): animais

imunossuprimidos com fosfato de dexametasona e néo infectados, n=30.

Para cada ponto da cinética experimental (0, 2, 5, 8, 13 e 21 dias pds-
infecgao (d.p.i)), foram utilizados 6 animais. Sendo que para a padronizagao dos
testes imunoldgicos foram utilizados trés ratos controle ndo infectados e trés

ratos imunossuprimidos nao infectados.

3.3 Obtencao de larvas filarioides de S. venezuelensis

A linhagem de S. venezuelensis (Brumpt,1934) utilizada foi isolada de
roedor silvestre Bolomys lasiurus (abril de 1986). Esta linhagem é mantida em
Rattus norvegicus Wistar, experimentalmente infectados no Laboratério de
Parasitologia do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP), Sao Paulo, Brasil e foi gentilmente cedida pela Profa. Dra. Marlene

Tiduko Ueta para a infeccao experimental.

Os ovos presentes nas fezes dos ratos Wistar infectados liberam larvas
rabditoides (L1 e L2) de S. venezuelensis. Essas larvas foram mantidas em
cultura de carvdo animal granulado por 3 dias a 28°C, segundo Looss (IN:
NEVES et al., 2005). Apds este processo as L3 foram recuperadas pelo método

de Rugai, Mattos e Brisola (1954).

3.3.1 Coprocultura pelo método de Looss

O material fecal foi cultivado pelo método de Looss (IN: NEVES et al.,
2005) misturando-se partes iguais de fezes e carvao animal Uumido. Para a
mistura foi utilizado béquer, bastdo de vidro, luvas descartaveis e recipientes

plasticos descartaveis (100 mL). Os recipientes foram cobertos com gaze
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cirurgica. As culturas foram colocadas em estufa BOD - Biochemical Oxygen
Demand (TE 390, Tecnal, Piracicaba, Brasil) a temperatura de 25°C e 70% de
umidade por trés dias. Apos este procedimento as L3 foram recuperadas pelo

método de Rugai, Mattos e Brisola (1954).

3.3.2 Técnica de Rugai, Mattos e Brisola (1954) e processamento das

larvas recuperadas

A recuperacdo das larvas filarioides de S. venezuelensis ap6s a
coprocultura pelo método de Looss (IN: NEVES et al., 2005) foi baseada no
método de Rugai, Mattos e Brisola (1954). Caélices de sedimentagdo foram
preenchidos com &gua corrente aquecida a temperatura de 40-45°C. Os
recipientes de cultura, cobertos com gaze, foram embocados para o interior dos
calices, de modo que a agua alcancasse toda a extensao da abertura. O sistema
calice e recipiente foi mantido em repouso por um periodo de 1 hora. O
sedimento com larvas foi coletado com pipeta capilar longa e transferido para
tubos de ensaio. Cada tubo de ensaio foi centrifugado a 1000 x g por 15 minutos
e submetido a cinco lavagens em solucdo salina tamponada de fosfato (PBS)
(0,15 M, pH 7,2), durante trés minutos para retirada dos residuos. Apds a ultima
lavagem, o sedimento de larvas foi ressuspenso em PBS e 10 uL desta
suspensao foi diluida e analisada em microscépio éptico de luz em aumentos de
100x, para contagem das larvas filarioides (Eclipse E200, Nikon Instruments,
Melville, EUA). As L3 de S. venezuelensis recuperadas e contadas foram

utilizadas para a infeccao experimental e produgao de extrato antigénico.
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3.4 Imunossupressao com fosfato de dexametasona

Para a supressao imune, ratos Wistar (120g) do grupo Il e do grupo IV
foram tratados com Fosfato de Dexametasona 5 pug/mL em agua durante 5 dias
(ROMAND; THULLIEZ; DUBEY, 1998). A solucao foi preparada e colocada em
mamadeiras nas gaiolas dos ratos correspondentes ao grupo dos
imunossuprimidos. Diariamente, essa solucao foi reposta conforme o consumo

dos animais durante o periodo de imunossupressao.

3.5 Infeccao experimental dos animais

Apés quantificacdo das L3, o total de 30 ratos do grupo | e 30 ratos do
grupo Il (apdés a imunossupressao) foram inoculados com 1500 (L3) por via

subcutanea (s.c).

3.6 Contagem de ovos/grama de fezes e producao do sobrenadante fecal

Durante todos os procedimentos experimentais, 0s ratos permaneceram
individualizados em gaiolas para facilitar a retirada das amostras de fezes. Aos 5,
8, 13 e 21 d.p.i, os animais foram colocados para defecar sobre papel toalha
limpo e umido. Em 1/2 do material fecal (aproximadamente 2g) foi realizada a
pesquisa de ovos e em 1/2 foi estocada a -20°C para a producdao do

sobrenadante fecal utilizado nos testes imunoldgicos.

A estimativa do numero de ovos/g de fezes foi realizada segundo o método
de Cornell-MacMaster (GORDON; WHITLOCK, 1939). Para a preparacado do
sobrenadante fecal, os espécimes congelados foram descongelados e

acrescentados volume-volume (v/v) em PBS, contendo 0,3% de Tween 20 (PBS-
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T). A suspensédo foi misturada em tubos de centrifuga e entdo centrifugada a

1500 x g por 30 minutos.

3.7 Obtencao de extrato alcalino de larvas de S. venezuelensis

A extracao antigénica foi realizada segundo Machado et al. (2003), sendo
utilizadas 100.000 larvas filarioides de S. venezuelensis, adicionadas a 1 mL de
NaOH 0,15 M (Merck, Germany) com inibidores de proteases; essa solucao
permaneceu em repouso por 6 horas a 4°C sob agitacdo lenta.
Subsequentemente, foi adicionado HCI 0,3 M (Merck) até atingir pH 7,0 e a
solucdo foi centrifugada a 10.000 x g por 30 minutos a 4°C. O contetido protéico

do sobrenadante foi dosado utilizando-se o0 método de Lowry et al. (1951).

3.8 Coleta de sangue e de lavado bronco alveolar

Para a coleta de sangue, aos 0 e 5, 8, 13 e 21 d.p.i, seis ratos em cada
tempo, apds serem anestesiados com ketamina (60 mg/Kg) e xilazina (7 mg/Kg)
s.c, foram submetidos a abertura da cavidade toraxica para a coleta de sangue
por meio de puncao cardiaca. As amostras de sangue destinadas a obtencao do
soro foram centrifugadas e o soro obtido foi armazenado separadamente em

aliquotas a -20°C até o momento do uso.

Para a retirada do LBA (aos 0 e 2, 5, 8, 13 e 21 d.p.i) seis animais em cada
tempo, ap6s a abertura da cavidade toraxica os musculos que cobrem a traqueia
foram rebatidos para a sua exposicao. Com auxilio de uma canula de poliestireno
introduzida na traqueia, 1 mL de PBS contendo 0,5% de citrato de sodio a
temperatura ambiente foi injetado nos pulmdes e recuperado pela aspiracdo. Em
seguida, o material destinado aos testes imunolégicos foi armazenado em

aliquotas a -20°C até o momento do uso.
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3.9 Contagem global e diferencial de leucécitos no sangue e no LBA

Para a contagem global das células, realizada em camara de Neubauer,
20 uL de sangue ou de LBA foram diluidos em 380 pL de solugcdo de Turk. A
contagem diferencial foi realizada através de esfregaco corado por Giemsa,

sendo contadas 100 células em diferentes campos, com aumento de 100X.

3.10 Producao de soro imune em coelhos

3.10.1 Imunizacao dos coelhos

Para a produgdo do anticorpo policlonal, foram utilizados dois coelhos
machos da espécie Oryctolagus cuniculus, pesando aproximadamente 2,5 Kg. O
soro imune foi obtido conforme protocolo descrito por Coligan et al. (1991). Antes
da inoculagao os animais passaram por um periodo de adaptacdo no CBEA/UFU,
sendo submetidos a exames de fezes pelo método de Baermann (1917) —
Moraes (1948) e de Hoffmann, Pons e Janer (1934) para descartar a
possibilidade de uma infeccao prévia. Ap6s este periodo, foi colhida uma amostra
de soro normal de cada coelho, com o intuito de serem utilizadas como soro
padrdo negativo. Posteriormente, os animais receberam 500 ug/mL de extrato
alcalino de larvas de S. venezuelensis s.c. (obtido conforme descrito no item 3.7)
emulsificado com adjuvante completo de Freund na primeira imunizacao (12
dose). A cada duas semanas apds a primeira imunizagao, foi realizado um
refor¢co, com a mesma dose, volume e via subcutanea, utilizando adjuvante sem
o Mycobacterium sp, adjuvante incompleto de Freund. As amostras de sangue
dos coelhos foram colhidas por puncao auricular, antes da inoculacdo e com
intervalo de duas semanas no ultimo més das inoculacdes para avaliacado dos

anticorpos presentes. Apds trés meses de acompanhamento, ao atingir o titulo
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ideal (1:20.000) de anticorpo, os animais foram submetidos a puncao cardiaca
com sangria total e as amostras de soro obtidas por centrifugagdo foram

armazenadas a - 70°C até o momento de uso.

3.10.2 Obtencao de gamaglobulina imune

Para a obtencao da gamaglobulina imune, foi realizada a precipitacdo
salina onde em 5 mL do anticorpo policlonal produzido em coelho, foi adicionado
gota a gota 5 mL de solucéo de sulfato de aménio 3,12 M pH 6,5 em banho de
gelo, sob agitacao. Apds 18 horas a 4°C a solucao foi centrifugada a 3000 x g por
30 minutos a 4°C e o sedimento lavado trés vezes em solucédo de sulfato de

amonio 1,56 M pH 6,5, sob agitacao.

O sedimento foi dissolvido em solucao de sulfato de aménio na metade do
volume original e dialisado por 24 horas a 4°C contra PBS com frequentes trocas
de banho, apés centrifugacdo a 3000 x g por 30 minutos, o sobrenadante foi
armazenado a -20°C. O conteudo proteico do sobrenadante foi dosado pelo

método de Lowry (LOWRY et al., 1951).

3.10.3 Isolamento de IgG em proteina A-Sepharose

Para o isolamento de IgG, 1,5 g de proteina A-Sepharose CL-4B foi
entumescida em 10 mL de PBS (0,01 M, pH 7,2) por 1 hora a temperatura
ambiente. Em seguida, foi empacotada em coluna de 20 mL. Essa coluna foi
equilibrada com tampao fosfato (0,1 M, pH 8,0) utilizando no minimo 10 vezes o
volume da coluna. Posteriormente, a amostra diluida (v/v) foi aplicada em tampao
fosfato (0,1 M, pH 8,0). A coluna foi lavada com tampéo fosfato (0,1 M, pH 8,0)
até que a absorbancia em leitura a 280 nm fosse igual a zero e entédo, eluida com

tampéo glicina 0,1 M, pH 2,5 a 2,8. As fracées, em torno de 2 mL, foram
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coletadas, monitorando-as com leitura a 280 nm. Foi feito um pool das fracdes de
maior absorbéncia e acertou-se o pH para 7,0 com NaOH 0,1M (Merck). Em
seguida, foi dialisado em membrana por 24 horas, a 4°C contra PBS. A IgG
obtida foi dosada quanto ao teor protéico pelo método de Lowry (LOWRY et al.,

1951).

3.10.4 Preparacao do conjugado marcado com peroxidase

Para o preparo do conjugado imunoenzimatico, foi utilizada a metodologia
descrita por Wilson e Nakane (1978). Para tanto, 5 mg de peroxidase
(Horseradish Peroxidase tipo VI, Sigma Chemical CO, St Louis, MO) foi
dissolvida em 1,25 mL de agua destilada. Em seguida, foi adicionado gota a gota,
0,25 mL de NalO4 0,1 M, sob agitagdo lenta a temperatura ambiente. Essa
solucéo foi mantida sob agitacdo por 20 minutos e entdo dialisada contra tampéao
acetato 1 mM, pH 4,4 a 4°C, por 18 horas. Em seguida, foi diluida 10 mg de IgG
de coelho a ser marcado em 1 mL de PBS. O pH da enzima oxidada e da solucao
de anticorpo foi neutralizado com tampao carbonato 0,5 M, pH 9,5. O valor foi
verificado com papel indicador. A solugdo foi mantida sob agitagdo lenta, a
temperatura ambiente, por 2 horas. Foram adicionados 65 pyL de NaBH40,1 M e a
solucao foi mantida sob agitacdo como previamente descrito. Apds, foi dialisada
contra PBS a 4°C, por 18 horas para retirada de NaBH,. Foi feita cromatografia
em coluna (1,5 x 70 cm) de Sephadex G-75, coletando-se 50 gotas por tubo a um
fluxo de + 8 gotas/minuto. O material foi lido a 280 e 403 nm e em seguida, foi
feito um pool dos tubos contendo o conjugado e nova leitura feita a 280 e 403
nm. Foi entdo, concentrado cerca de 10 vezes e dialisado contra PBS por 18

horas a 4°C. O conjugado foi estocado em aliquotas a — 20°C.
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3.10.5 Titulacao do conjugado para pesquisa de antigenos em

amostras de sobrenadante fecal, soro e de LBA

A titulacdo do conjugado anti-S. venezuelensis produzido a partir do
antissoro especifico para larva foi realizada pelo teste ELISA. As condi¢es
6timas de processamento do conjugado foram determinadas separadamente
para cada espécime (sobrenadante fecal, soro ou LBA), seguidas pela variavel a
ser pesquisada (antigeno). Para controle das reacgdes, foram utilizados trés
padrées positivos de sobrenadante fecal, soro ou de LBA e trés padroes
negativos de sobrenadante fecal, soro ou LBA. O conjugado foi adicionado nas
diluicdes de 1/5, 1/10, 1/20, 1/40, 1/80, 1/160, 1/320, 1/640, 1/1280, 1/2560,
1/5120, sendo utilizado como controle do préprio conjugado somente PBS-T, por

45 minutos a 37°C.

3.11 Padronizacao do teste ELISA para deteccao de coproantigenos

Ensaios preliminares foram realizados para otimizar as condi¢coes de
reacdo. Foram testados os dois tipos de placas (alta e baixa afinidade), diferentes
concentragdes de IgG anti-larva de S. venezuelensis (5, 10, 20 e 40 pg/mL) em
tampdo carbonato-bicarbonato para sensibilizar as placas, diferentes
concentracdes de extrato antigénico variando de 100 a 0,185 pg/mL diluidos em
sobrenadante fecal de ratos controle imunossuprimidos ou ndo imunossuprimidos
para verificar a diluicao das amostras, diferentes tempos de incubacédo das
amostras (45, 60, 90 e 120 minutos) e diferentes tempos de incubagcao apds

adicionar o conjugado (45 e 60 minutos).

Apés a padronizacdo, a cinética de deteccao de coproantigenos pelo teste
ELISA foi realizada em placas de microtitulacdo de alta afinidade (Corning-
Costar, Laboratory Sciences Company, NY, USA) sensibilizadas com 50 uL/poc¢o

de IgG anti-larva de S. venezuelensis (40 ug/mL) em tampdo carbonato-
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bicarbonato 0,06 M, pH 9,6 por 18 horas a 4°C. Em seguida, as placas foram
lavadas 3 vezes em PBS-T por 5 minutos e entao foram adicionados 50 uL das
amostras de sobrenadante fecal (1:8) diuidas em PBS-T a serem testadas. As
placas foram incubadas por 45 minutos a 37°C, lavadas como descrito
anteriormente e incubadas com 50 uL do conjugado no titulo de 1:40 por 45
minutos a 37°C, sendo lavadas novamente e reveladas pelo substrato H.O»
(Merck) + o-fenilenodiamina (OPD) (Sigma-Aldrich Co., Deisenhofen, Germany),
ap6s 15 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, a reacdo foi
interrompida adicionando-se 25 uL de H>SO4 2N (Merck). A densidade Optica
(DO) foi determinada em leitor de ELISA (Titertek Multiskan; Flow Laboratories,
McLean VA) utilizando filtro de 492 nm. Os resultados foram expressos como
indice ELISA (IE), de acordo com a férmula: IE = DO amostra/cut off, onde cut off
foi estabelecido como a média de DO de trés controles negativos acrescida de

dois desvios padrdes. As amostras foram consideradas positivas quanto IE > 1.

3.12 Padronizacao do teste ELISA para deteccao de antigenos circulantes

em amostras de soro e em amostras de LBA

Ensaios preliminares foram realizados para determinar as condi¢des ideais
para o teste ELISA, utilizando diluicao seriada dos reagentes (IgG anti-larva de S.

venezuelensis, amostras de soro ou de LBA controle e conjugado).

Para avaliar a cinética de deteccao de antigenos circulantes nas amostras,
placas de microtitulacdo de baixa afinidade (BioAgency Laboratories, Sdo Paulo,
Brazil) (para as amostras de soro) e de alta afinidade (Corning-Costar) (para as
amostras de LBA), foram sensibilizadas com 50 ulL/poco de IgG anti-larva de S.
venezuelensis (40 ug/mL) em tampao carbonato-bicarbonato 0,06 M, pH 9,6 por
18 horas a 4°C. Apds incubacgéo as placas foram lavadas 3 vezes em PBS-T por

5 minutos; a seguir foram adicionados 50 uL/po¢co das amostras de soro ou de
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LBA nao diluidas. Para controle da reacao foram utilizados PBS-T e soro ou LBA
de ratos controles. As placas foram incubadas por 2 horas a 37°C, lavadas como
descrito anteriormente e incubadas com 50 pL/poco do conjugado anti-IgG
especifico para larva de S. venezuelensis marcado com peroxidase produzido em
coelhos no titulo ideal de 1:40 por 45 minutos a 37°C. As placas foram lavadas
novamente e a reacao foi revelada como descrito no item 3.11. As amostras

foram consideradas positivas quanto IE > 1.

3.13 Padronizacao do teste ELISA para deteccao de anticorpos circulantes

em amostras de soro e em amostras de LBA

Ensaios preliminares foram realizados para determinar as condicdes ideais
do teste ELISA, pela diluicao seriada dos reagentes (extrato alcalino de L3,

amostras de soro ou de LBA controle e conjugado).

Placas de microtitulacdo de baixa afinidade para as amostras de soro e de
alta afinidade para as amostras de LBA, foram sensibilizadas com 10 ug/mL do
extrato alcalino de larvas de S. venezuelensis em tampao carbonato 0,06 M, pH
9,6 e incubadas por 18 horas a 4 °C. Em seguida as placas foram lavadas 3
vezes em PBS-T e entdo, as amostras de soro (1:10) e as amostras de LBA
puras foram adicionadas (50 pL/poco). Para controle da reagdo foram utilizados
PBS-T e soro ou LBA de ratos controles. Apés incubagao de 45 minutos a 37 °C,
as placas foram lavadas como descrito e adicionado 50 plL/po¢o do conjugado
anti-lgG de rato marcado com peroxidase (Sigma) no titulo de 1:8000. As placas
foram incubadas por 45 minutos a 37 °C e ap6s novo ciclo de lavagem a reagéo
foi revelada como descrito no item 3.11. As amostras foram consideradas

positivas quanto IE > 1.
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3.14 Padronizacao do teste ELISA para deteccao de imunocomplexos

circulantes em amostras de soro e em amostras de LBA

Ensaios preliminares foram realizados para determinar as condicdes ideais
do teste ELISA, pela diluicao seriada dos reagentes (IgG anti-S. venezuelensis,

amostras de soro ou de LBA controle e conjugado).

A cinética de detecgcao de imunocomplexos pelo teste ELISA foi realizada
em placas de microtitulagdo de baixa afinidade (para as amostras de soro) e de
alta afinidade (para as amostras de LBA) sensibilizadas com 50 pL/poco de IgG
anti-larva de S. venezuelensis na concentracdo de 40 ug/mL em tampéao
carbonato-bicarbonato 0,06 M, pH 9,6 por 18 horas a 4°C. Apds incubacéo as
placas foram lavadas 3 vezes em PBS-T por 5 minutos cada lavagem; a seguir
foram adicionados 50 pL/poco de soro (1/10) ou 50 uL/pogo de LBA (puro). As
amostras de soro ou LBA positivas para IgG anti-S. venezuelensis foram
utilizadas como amostras de referéncia. As placas foram incubadas por 45
minutos a 37°C, lavadas como descrito anteriormente e incubadas com 50
uL/poco do conjugado anti-lgG de rato marcado com peroxidase (Sigma), no
titulo de 1:8000. Apds incubar por 45 minutos a 37°C, as placas foram lavadas
novamente e reveladas como descrito no item 3.11. As amostras foram

consideradas positivas quanto |IE > 1.

3.15 Analises estatisticas

Para andlise estatistica dos dados, foi utilizado o software GraphPad Prism
versao 5.0 (GraphPad Software, La Jolla, EUA). As variaveis foram analisadas
com os testes nao-paramétricos por Two Way ANOVA seguido pelo pds-teste
Bonferroni. As diferengas estatisticamente significantes foram consideradas

quando p < 0,05.
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3.16 Normas de Biosseguranca

Todo o procedimento de colheita, manuseio dos materiais biolégicos e
reagentes, bem como a utilizacao dos equipamentos, foram realizados de acordo

com as normas de biosseguranca descritas por Mineo et al. (2005).



Rosultados
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4. RESULTADOS

4.1 Cinética de eliminacao de ovos

Para comprovar a presenca de infeccao por S. venezuelensis realizou-se a
cinética da eliminacdo de ovos em amostras fecais de ratos néo
imunossuprimidos ou imunossuprimidos. Observou-se que o dia inicial de
eliminacdo de ovos em amostras fecais de ratos n&o imunossuprimidos e
imunossuprimidos foi o 5° dia pds-infecgdo (d.p.i), sendo o 8° d.p.i o pico de
maior eliminagdo de ovos por grama de fezes, com diferenga significante (p <
0,01) entre os grupos. Durante toda a cinética, os animais imunossuprimidos
eliminaram maior nimero de ovos e, ap6s o 13° d.p.i, houve decréscimo na
eliminacdo em ambos os grupos. Contudo, foi possivel observar que a partir do
21° d.p.i a eliminagdo de ovos em ratos ndo imunossuprimidos tende a zero,
enquanto em ratos imunossuprimidos a infeccdo persistiu com elevada

oviposigao (Figura 1).
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Figura 1: Cinética de eliminacdo de ovos/g de fezes em fezes de ratos nao imunossuprimidos ou
imunossuprimidos infectados por Strongyloides venezuelensis. As barras indicam a média e o erro
padréo (n=6)."* p < 0,01.
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4.2 Reconhecimento de coproantigenos de S. venezuelensis por anticorpo
policlonal e cinética de deteccao de coproantigenos

Para verificar o reconhecimento de coproantigenos pelo anticorpo
policlonal no teste ELISA, foram utilizadas amostras fecais nao infectadas
acrescidas de antigeno de S. venezuelensis em diferentes concentragées. Os
resultados mostraram que o anticorpo obtido foi capaz de detectar antigeno de S.
venezuelensis em amostras fecais até a concentracdo de 0,39 pg/mL,
considerando que as duas concentracdes inferiores testadas tiveram densidades
Opticas proximas ao controle negativo e PBS. Como controle negativo foram

utilizadas amostras fecais sem a adi¢do do antigeno (Figura 2).
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Figura 2: Curva padrao de deteccao de coproantigenos de S. venezuelensis pelo teste ELISA.
Diferentes concentragdes do antigeno foram diluidas em sobrenadantes de amostras de fezes
de ratos nao infectados. CN: representa o controle negativo (fezes sem adicao do antigeno). A
linha tracejada representa o limiar de reatividade.

Para determinar as condicdes 6timas de diluicao das amostras fecais
para detecgao de antigeno de S. venezuelensis por ELISA, utilizou-se diferentes
diluicdes de sobrenadante fecal de ambos grupos experimentais, aos 5, 8, 13 e
21 d.p.i. Nos animais nao imunossuprimidos, o pico de deteccao de antigeno foi
no 13° d.p.i com diferenca estatisticamente significante (p<0,05) em todas as

diluicdes. No 21° d.p.i, foi observada diminuicdo na deteccao de coproantigeno
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em todas as diluicées realizadas. Nos animais imunossuprimidos, o perfil da
cinética foi antecipado para o 5° d.p.i € no 8° d.p.i mostrou-se com diferenca
estatistica significante (p<0,05) em todas as diluicbes quando comparado aos
animais nao imunossuprimidos (Figura 3).
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Figura 3: Detecgdo de antigenos de S. venezuelensis em amostras de fezes de ratos néo
imunossuprimidos ou imunossuprimidos, em diferentes diluigbes do sobrenadante fecal, por
ELISA, e diferentes dias p6s-infecgdo. A) Diluicao 1:2 do sobrenadante fecal, B) Diluicdo 1:4, C)
Diluigéo 1:8, D) Diluigéo 1:16, E) Diluicdo 1:32 do sobrenadante fecal. As barras indicam a média
e 0 erro padrdo (n=6). *p< 0,05, **p< 0,01 e *** p< 0, 001.
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A partir desses resultados, foi selecionada para andlises posteriores a
diluicdo de 1:8, por representar a média das outras diluicbes testadas com bons
niveis de detecgdo, visando o melhor aproveitamento dos sobrenadantes fecais

no uso da rotina laboratorial (Figura 4).
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Figura 4: Cinética de deteccdo de antigenos de S. venezuelensis em sobrenadante fecal de
amostra de fezes (1:8) de ratos ndo imunossuprimidos ou imunossuprimidos e experimentalmente
infectados. O controle (dia zero) é representado por c. A linha tracejada representa o limiar de
reatividade.

4.3 Participacao dos leucocitos de amostras de sangue e de lavado bronco
alveolar na infeccao por S. venezuelensis

A contagem global de leucdcitos e diferencial de eosinéfilos, neutréfilos e
de células mononucleares foi realizada em amostras de sangue de ratos nao
imunossuprimidos e ratos imunossuprimidos. O perfil de leucécitos totais durante
toda a cinética foi semelhante em ambos grupos, sendo observado valores
elevados para os animais ndao imunossuprimidos (Figura 5A). Os eondfilos
apresentaram maior pico no 8° d.p.i no grupo dos ratos ndo imunossuprimidos

(p< 0,01), apresentando decréscimo e mantendo-se cinética linear a partir do 13°
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d.p.i (Figura 5B). Quanto aos neutréfilos, a contagem foi significativamente menor
no grupo dos ratos imunossuprimidos, mesmo antes do 5° d.p.i (p< 0,001)
(Figuras 5C). Para as células mononucleares, observou-se aumento significativo

(p<0,05) no grupo dos animais ndo imunossuprimidos no 8°d.p.i.

Em amostras de LBA, a contagem total dos leuc6citos mostrou-se
significativamente aumentada no grupo dos animais ndo imunossuprimidos do 5°
ao 13°d.p.i (p<0,05) (Figura 6A). Os eosindfilos mostraram baixa contagem em
ambos os grupos, sendo significativamente maior apenas no 5°d.p.i em animais
nao imunossuprimidos (p<0,05) (Figura 6B). Neutréfilos foram significativamente
reduzidos do 5° ao 8°d.p.i nos animais imunossuprimidos (p<0,05) (Figura 6C) e
as células mononucleares foi significativamente aumentada (p<0,05) no 5° d.p.i

em animais ndo imunossuprimidos (Figura 6D).
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Figura 5: Contagem de leucdcitos em amostras de sangue de ratos Wistar ndo imunossuprimidos
ou imunossuprimidos e experimentalmente infectados por S. venezuelensis. Contagem global de
leucécitos (A), contagem diferencial de eosindéfilos (B), neutréfilos (C) e de células mononucleares
(D). As barras indicam a média e o erro padrdo (n=6). *p< 0,05, **p< 0,01 e *** p< 0, 001.
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Figura 6: Contagem de leucécitos em amostras de lavado bronco alveolar de ratos Wistar ndo
imunossuprimidos ou imunossuprimidos e experimentalmente infectados por S. venezuelensis.
Contagem global de leucécitos (A), contagem diferencial de eosindfilos (B), neutréfilos (C) e de

células mononucleares (D). As barras indicam a média e o erro padrao (n=6). *p< 0,05 e **p<
0,01.
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4.4 Cinética de deteccao de antigeno de S. venezuelensis em amostras de
soro e de LBA de ratos nao imunossuprimidos ou imunossuprimidos e

experimentalmente infectados.

Durante a padronizacao das condicdes 6timas de reacao, verificou-se que
o anticorpo policlonal produzido em coelho detectou até 12,5 pg/mL de antigeno
especifico para larva de S. venezuelensis em amostras de soro, considerando
que as duas concentracbes inferiores testadas tiveram densidades Opticas

proximas ao controle negativo e PBS (Figura 7A).

Apés essa padronizacao, foi realizada a cinética de detecg¢édo de antigenos
em amostras de soro dos ratos ndo imunossuprimidos ou imunossuprimidos e
infectados por S. venezuelensis. Foi observado que a deteccdo de antigeno no
soro nao é uma boa ferramenta diagnéstica para avaliar a infeccdo em ambos
grupos do estudo visto que os indices de reatividade ficaram abaixo do ponto de
corte na maioria dos animais imunossuprimidos e quando apresentaram
diferenca significativa em relacdo ao controle (dia 0), os animais nao
imunossuprimidos no 8° d.p.i (p<0,01) e no 13° d.p.i (p<0,05) apresentaram

indices de reatividade baixos (Figura 7B) ou pouco acima do limiar de corte.

Em amostras de LBA, observou-se que a deteccado de antigenos mostrou
ser ferramenta auxiliar na avaliacdo da cinética de infeccdo em ratos nao
imunossuprimidos ou imunossuprimidos. Observou-se que as taxas de deteccao
do antigeno no 2° d.p.i foi estatisticamente significante (p<0,001) e do 5°ao 21°

d.p.i foram similares, pouco acima do limiar de reatividade (Figura 8).
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Figura 7: Curva padrao de deteccéo de antigenos circulantes de S. venezuelensis em amostras
de soro de ratos. Diferentes concentragbes do antigeno foram diluidas em amostras de soro
negativo. CN: representa o controle negativo (soro sem adicdo do antigeno) (A). Cinética de
deteccdo de antigenos circulantes de S. venezulensis em amostras de soro de ratos nao
imunossuprimidos ou imunossuprimidos e experimentalmente infectados. Dia zero (0) indica o
controle (B). A linha tracejada representa o limiar de reatividade. As barras indicam a média e o
erro padréo (n=6). *p< 0,05 e **p< 0,01.
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Figura 8: Cinética de deteccao de antigenos circulantes S. venezuelensis em amostras de lavado
bronco alveolar de ratos ndo imunossuprimidos ou imunossuprimidos e experimentalmente
infectados. Dia zero (0) indica o controle. A linha tracejada representa o limiar de reatividade. As
barras indicam a média e o erro padrao (n=6). *** p< 0,001.

4.5 Dosagem de IlgG em amostras de soro e de LBA de ratos nao
imunossuprimidos ou imunossuprimidos e experimentalmente infectados

por S. venezuelensis

Em amostras de soro, a IgG especifica para larva de S. venezuelensis foi
detectada preferencialmente durante o 5° e o 8° d.p.i em animais nao
imunossuprimidos, sendo capaz de apresentar reducéao significativa (p<0,05) com
indices de reatividade abaixo do limiar no 21° d.p.i. Nos animais
imunossuprimidos, a lIgG foi detectada durante toda a cinética experimental,
persistindo inclusive no 21°d.p.i (Figura 9A).

Nas amostras de LBA, a IgG foi detectada a partir do 8° d. p.i em animais
nao imunossuprimidos, persistindo até o 21°d.p.i. Em animais imunossuprimidos,
a deteccgao de anticorpos foi antecipada para o 2°d.p.i, como pico de reatividade
no 5°d.p.i (p<0,05) (Figura 9B).
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Figura 9: Cinética de deteccao de IgG especifica para larva de S. venezuelensis em amostras de
soro (A) e em amostras de lavado bronco alveolar (B) de ratos ndo imunossuprimidos ou
imunossuprimidos experimentalmente infectados. Dia zero (0) indica o controle. A linha tracejada

representa o limiar de reatividade. As barras indicam a média € o erro padrdo (n=6). * p< 0,05.
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4.6 Cinética de deteccao de imunocomplexo em amostras de soro e de LBA
de ratos nao imunossuprimidos ou imunossuprimidos e experimentalmente

infectados por S. venezuelensis

A deteccao de imunocomplexos em amostras de soro de animais nao
imunossuprimidos foi possivel do 5° aos 13 d.p.i, ficando com indices de
reatividade proximos ao limiar no 21° d.p.i. Em animais imunossuprimidos, a

detecgao foi possivel até o 21°d.p.i (Figura 10A).

Em amostras de LBA, a detec¢ao de imunocomplexo foi maior em animais
nao imunossuprimidos em todos o0s pontos da cinética, sendo estatisticamente
significante no 5° 8° e 21° d.p.i. Nos animais imunossuprimidos, o
imunocomplexo foi melhor detectado no 2° d.p.i, ficando do 5° ao 21° d.p.i

proximos ao limiar de reatividade (Figura 10B).
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Figura 10: Cinética de detec¢ao de imunocomplexos de S. venezuelensis em amostras de soro
(A) e em amostras de lavado bronco alveolar (B) de ratos ndo imunossuprimidos ou
imunossuprimidos experimentalmente infectados. Dia zero (0) indica o controle. A linha tracejada

representa o limiar de reatividade. As barras indicam a média e o erro padréo (n=6). ** p< 0,01;
*** p< 0,001.
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4.7 Analise comparativa da cinética de deteccao de antigeno em amostras
de fezes, de soro e de LBA de ratos nao imunossuprimidos ou

imunossuprimidos e experimentalmente infectados por S. venezuelensis

No grupo dos animais ndo imunossuprimidos, a deteccdo de
coproantigenos foi melhor no 13° e 21° d.p.i quando comparada a deteccao em
amostras de soro (p<0, 001) e em amostras de LBA (p<0,01). Observou-se que a
deteccdo de antigenos em amostras de LBA no 2° d.p.i foi efetiva, sendo
estatisticamente significante (p<0,001) no 5° e 8° d.p.i quando comparada a

deteccgao de antigenos nas fezes. (Figura 11A).

Em animais imunossuprimidos, observou-se que a deteccdao de
coproantigeno foi melhor desde o 5° d.p.i, com diferenca significativa (p<0,001)
no 8° 13°e 21°d.p.i guando comparada a deteccao de antigeno em amostras de
soro. A detecgao de antigenos em amostras de LBA foi continua em todos os

pontos da cinética (Figura 11B).
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Figura 11: Painel comparativo da cinética de detecgdo de antigenos em amostras de fezes, de
soro e de LBA de ratos nao imunossuprimidos (A) ou imunossuprimidos (B) e experimentalmente
infectados por S. venezuelensis. Dia zero (0) indica o controle. A linha tracejada representa o

limiar de reatividade. As barras indicam a média e o erro padrao (n=6). * p< 0,05; ** p< 0,01; ***
p< 0,001. Ag: antigeno
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4.8 Analise comparativa da cinética de deteccao de anticorpos circulantes
em amostras de soro e de LBA de ratos nao imunossuprimidos ou

imunossuprimidos e experimentalmente infectados por S. venezuelensis

A analise comparativa entre os testes de deteccdo de anticorpos nas
diferentes amostras revelou que em animais nao imunossuprimidos foi mais
efetiva no 5° e no 8°d.p.i em amostras de soro e no 13°e 21°d.p.i no LBA. Foi
observada diferenca significativa (p<0,001) no ultimo dia da cinética onde nao foi
possivel detectar anticorpos em amostras de soro, apenas em LBA (Figura 12A).
Em animais imunossuprimidos a deteccao de anticorpos foi mais efetiva em

amostras de LBA em todos os pontos da cinética (Figura 12B).

4.9 Analise comparativa da cinética de deteccao de imunocomplexos
circulantes em amostras de soro e de LBA de ratos nao imunossuprimidos

ou imunossuprimidos e experimentalmente infectados por S. venezuelensis

Em animais ndo imunossuprimidos, a deteccdo de imunocomplexos em
amostras de LBA foi mais efetiva do que em amostras de soro em todos os
pontos da cinética, com diferenca significativa no 21° d.p.i (p<0,001) (Figura
13A). No grupo dos animais imunossuprimidos, a detec¢cdo de imunocomplexos
foi efetiva em amostras de LBA e em amostras de soro foi melhor do 5° ao 21°
d.p.i (Figura 13B).
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Figura 12: Painel comparativo da cinética de detec¢ao de anticorpos circulantes em amostras de

soro e de LBA de ratos nao imunossuprimidos (A) ou imunossuprimidos (B) e experimentalmente

infectados por S. venezuelensis. Dia zero (0) indica o controle. A linha tracejada representa o

limiar de reatividade. As barras indicam a média e o erro padrao (n=6).”** p< 0,001. Ac: anticorpo



B IC soro

A 3 CLBA
5 =
<2_ I I
- I
| I
8 T
R T — 1-BH-BH-BH-&)
0- T T T T T
0 2 5 8 13 21
Dias p6s-infeccao
B
3- *%

indice ELISA

0 2 5 8 13 21
Dias pés-infeccao

Figura 13: Painel comparativo da cinética de deteccdao de imunocomplexos circulantes em
amostras de soro e de LBA de ratos ndo imunossuprimidos (A) ou imunossuprimidos (B) e
experimentalmente infectados por S. venezuelensis. Dia zero (0) indica o controle. A linha

tracejada representa o limiar de reatividade. As barras indicam a média e o erro padrao (n=6). *
p< 0,05; ** p< 0,01; *** p< 0,001. IC: imunocomplexo
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5. DISCUSSAO

O diagnéstico parasitolégico da estrongiloidiase é limitado devido a baixa
carga parasitéria e irregular eliminagdo larval. Embora existam varios métodos
imunolégicos de diagnéstico para detectar a presenca de S. stercoralis nao existe

um padrao ouro (GONCALVES et al, 2012).

Os recentes avancos no diagnéstico da estrongiloidiase incluem um
sistema de imunoprecipitacao utilizando a enzima luciferase que mostra maior
sensibilidade e especificidade para deteccdo de anticorpos especificos de S.
stercoralis (RAMANATHAN et al., 2008) e um método de PCR quantitativa em
tempo real para deteccdo do parasito em amostras fecais (VERWEIJ et al,
2009). No entanto, esses métodos estdo fora da realidade econbémica da
populacdo sob risco de infeccdo. Assim, a proposta de detectar o antigeno nas
fezes €& wuma ferramenta alternativa para o diagnéstico precoce da
estrongiloidiase antes do surgimento da hiperinfeccao e/ou disseminacao. Além
disso, estes resultados podem representar o primeiro passo para o
desenvolvimento de um “kit” para deteccdo rapida de coproantigenos,

economicamente mais viavel.

Neste estudo foi demonstrado que a eliminacdo de ovos e a persisténcia
da infeccao foram afetadas pela imunossupressdo dos animais. Os ratos
imunossuprimidos e infectados por S. venezuelensis foram mais susceptiveis a
infec¢do, sugerindo que a falha na expressdo das moléculas modulatérias da
resposta imune pode interferir na resposta Th2 efetiva. Estes resultados estéo de
acordo com estudos prévios que demonstraram que camundongos MHC 17
infectados por S. venezuelensis foram mais susceptiveis a infeccao, supondo que
a falha na expressdo das moléculas de MHC classe Il pode interferir na
apresentagdo antigénica para os linfécitos T CD4" (RODRIGUES et al, 2009).
Semelhantemente, Pereira (2008), verificou que em camundongos geneticamente

deficientes na diferenciagcédo de eosinofilos, a eliminagdo de ovos nas fezes desse
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hospedeiro foi significativamente maior que em camundongos Balb/c, sendo que
no 10°d.p.i, a contagem de ovos por grama de fezes foi cerca de 10 vezes maior

no grupo dos animais geneticamente deficientes em relagdo ao grupo Balb/c.

Durante a cinética de infeccao, a detecgdo de coproantigenos coincidiu
com o aparecimento de ovos nas fezes, indicando que este teste apresenta boa
sensibilidade e aplicabilidade no diagndstico da estrongiloidiase experimental.
Resultados semelhantes foram obtidos por Nageswaran; Crayg; Devaney (1994)
usando anticorpo policlonal anti-L3 de S. ratti e anti-forma adulta somatica. A
metodologia aqui descrita mostrou que o anticorpo policlonal anti- L3 de S.
venezuelensis pode detectar uma baixa quantidade de antigenos nas amostras
fecais e também que o modelo de imunossupressao foi eficaz com base no
namero e tempo de eliminacdo de ovos em ratos imunossuprimidos.
Recentemente, Sykes; James; McCarthy (2011) demonstraram que o anticorpo
de excrecao/secrecao policlonal anti-S. ratti pode ser utilizado como ferramenta

diagnéstica da estrongiloidiase humana.

Os eosindfilos sozinhos ou em conjunto com outros componentes do
sistema imune tais como anticorpos ou complemento podem mediar a morte de
nematddeos intestinais (MARUYAMA et al., 2000; EL-MALKY et al., 2003). A
reducdo do recrutamento de leucécitos totais do sangue periférico seguido pela
reducdo no numero de eosindfilos nos ratos imunossuprimidos e infectados,
demonstrada neste estudo coincidiu com maior pico de eliminacdo de ovos do
parasito. Estudos prévios com camundongos geneticamente deficientes em fator
ativador de plaquetas (PAFR™) infectados por S. venezuelensis demonstraram
gue o numero de leucécitos e eosindfilos circulantes foram reduzidos, os quais
coincidiram com o retardo na eliminacdo do parasito e decréscimo na
fecundidade comparado com os camundongos wild-type (WT) infectados
(NEGRAO-CORREA et al., 2004). No presente estudo, utilizando amostras de
LBA, esse fato também foi observado nos ratos imunossuprimidos, no entanto, a

redugdo no recrutamento de leucécitos e eosinofilos ocorre antecipadamente
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entre 0 2° d.p.i e 0 5°.p.i que é justamente o periodo em que a larva de S.
venezuelensis esta percorrendo o seu trajeto pulmonar. Machado et al. (2005),
demonstraram que a infeccdo por S. venezuelensis reduziu o numero de
leucocitos totais e de células mononucleares no LBA quando os animais foram

tratados com MK886 que confere aos animais um estado de imunossupressao.

Outros estudos demonstraram que os neutrofilos sdo essenciais para
induzir a morte de larvas de S. stercoralis (GALIOTO et al., 2006).
Semelhantemente a esses autores, foi demonstrado que o numero de neutréfilos
circulantes tanto em amostras de soro quanto em amostras de LBA de ratos
imunossuprimidos estavam continuamente mais baixos do que nos ratos néo
imunossuprimidos, isto pode justificar a permanéncia da infeccao apés o 21 d.p.i

naqueles animais.

Tentativas tém sido realizadas nos ultimos anos para melhorar o
diagnéstico sorolégico da parasitose em questdo. Os esforcos envolvem a
criacdo de um meétodo confidvel, que pode ser acessivel pela populagdo com
estrongiloidiase. A deteccdo de anticorpos utilizando antigeno heterélogo tem
sido amplamente utilizado no imunodiagnédstico da estrongiloidiase humana, com
resultados promissores, especialmente, para levantamento epidemioldgico
(COSTA-CRUZ et al, 1997; MACHADO et al, 2003; GONCALVES et al., 2012).
No entanto, niveis de anticorpos ainda nao diferenciam totalmente entre infecgéao
ativa de resultados sorolégicos falsos positivos. Além disso, testes
imunodiagnésticos ndo sédo capazes de distinguir casos com eliminacao de larvas
detectaveis em exames coproparasitologicos dos casos com exames de varias
amostras fecais negativas para S. stercoralis, mas com resultados positivos em
ensaios sorolégicos. Por essa razdo, ndao foi estabelecida um estratégia de
triagem ideal (SUDARSHI et al., 2003; HIRA et al., 2004). Como exemplo cita-se
o problema de por em duvida casos em que nao é possivel o encontro de larvas
nas fezes, mesmo com investigacdo intensiva, mas o diagndstico € clinicamente

suspeito.
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Baseando nesses pressupostos € que foi proposto a detecgdo de
antigeno em amostras de soro e de LBA de ratos imunossuprimidos ou néo
imunossuprimidos e experimentalmente infectados por S. venezuelensis visto que
a presenga do antigeno indicaria a infecgdo ativa. Os resultados demonstraram
que a deteccdo de antigeno em amostras de soro ndo foi eficaz para o
diagnéstico de estrongiloidiase, pois apresentou indices abaixo do limiar de
reatividade, em contrapartida, em amostras de LBA pode ser uma boa ferramenta
diagnéstica nos casos de imunossupressdao com sinalizacdo durante toda a

cinética.

Ainda hoje, o diagnostico da estrongiloidiase depende primariamente da
deteccdo de larvas nas fezes e € comumente auxiliado pela deteccdo de
anticorpos especificos no soro (SIDDIQUI; BERK, 2001; AGRAWAL; AGARWAL,;
GHOSHAL, 2009). Sabe-se que a estrongiloidiase humana e animal induzem a
producdo de anticorpos da classe IgG, IgM , IgA e IgE com aumento
caracteristico de 1IgG4 em humanos e IgG1 em camundongos (GENTA, 1989,
ROSSI et al.,, 1993; RODRIGUES et al., 2007). O presente estudo demonstrou
que realmente a producédo de IgG em amostras de soro € mais acentuada em
ratos ndo imunossuprimidos sugerindo que os niveis elevados de IgG podem
estar associados com a protecdo do hospedeiro. Dados similiares foram
encontrados por Rodrigues et al. (2009) que observaram o0s niveis das
imunoglobulinas foram significativamente reduzidos no soro de camundongos

MHC Il ” e infectados por S. venezuelensis.

A utilizacdo de amostras de LBA torna-se utili nos casos de
imunossupressao, uma vez que sao amostras biolégicas enriquecidas de células,
muco e outros elementos pulmonares que auxiliam na deteccdo de doencgas nos
pulmdes. Tendo em vista que o parasito S. venezuelensis possui trajeto pulmonar
e que estimula a producéao de IgE e hipersecrecao de muco é importante verificar
a participacao da IgG na infeccdo (SILVEIRA et al., 2002). Nesse sentido pela

primeira vez registrou-se a cinética de detecgdo de anticorpos em amostras de
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LBA de ratos ndo imunossuprimidos ou imunossuprimidos e experimentalmente
infectados por S. venezuelensis, observando que a IgG especifica foi detectada
durante toda a cinética avaliada e nos casos de imunossupressao, antecipou o
diagnoéstico para o 2° d.p.i., demonstrando que o LBA é uma alternativa para o

diagndstico precoce da estrongiloidiase.

A deteccao de imunocomplexos nesse estudo representou uma proposta
inovadora para a estrongiloidiase, uma vez que demonstraram a infeccdo em
atividade pela presenca de antigenos complexados a anticorpos, ao contrario da
deteccdo de anticorpos que podem sinalizar duas fases: 1) cronicidade da

doenca e 2) doenca tratada com a presenca de anticorpos de memoria.

Imunocomplexos sdo bem estudados na esquistossomose. Rezende et al.
(1997) sugeriram que imunocomplexos em pacientes com esquistossomose
intestinal crénica sdo capazes de modular a hipersensibilidade granulomatosa
aos ovos de Schistosoma mansoni, induzindo a produgédo de prostaglandina E,
que aumenta os niveis de IL-10. A deposicdo glomerular de imunocomplexos
esta envolvida na patogénese da glomerulopatia esquistossomética, que pode
ocorrer em associacdo com as formas mais graves da infeccdo crdnica
(BARSOUM, 2003). Esses achados intensificam os questionamentos a respeito

do real papel de imunocomplexos na estrongiloidiase, merecendo mais estudos.

O papel dos imunocomplexos no mecanismo de escape do Plasmodium
knowlesi na destruicdo de macréfagos foi estudado in vitro. As observacoes
indicam que durante a infeccdo por P. knowlesi em macacos Rhesus,
imunocomplexos podem inibir a ligacao de eritrécitos parasitados por fagécitos
mononucleares e, portanto, pode permitir-lnes subtrair 0os mecanismos

destrutivos produzidos pelo hospedeiro (SINGH; DUTTA, 1989).

No presente estudo, foi demonstrado que tanto em amostras de soro
quanto em amostras de LBA a deteccédo de imunocomplexos foi mais expressiva

nos animais imunossuprimidos. Esse fato sinaliza a importadncia da associacéo
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desse diagnostico aos métodos consagrados para auxiliar a deteccao precoce

nos casos de imunossupressao.

Novos métodos de diagnéstico sdo esperados para melhorar os estudos
epidemiologicos e os esforcos de controle, prevencdo e tratamento da
estrongiloidiase. Com base neste conceito, a deteccdo de coproantigeno e a
deteccdo de imunocomplexos circulantes em amostra de soro e em amostras de
LBA parecem ser uma alternativa para o diagnéstico precoce da estrongiloidiase

em individuos imunossuprimidos.
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6. CONCLUSOES

e Os ratos imunossuprimidos foram mais susceptiveis a infeccédo, fato

comprovado pela eliminagdo de ovos/grama de fezes;

e A deteccdo de coproantigenos foi sensivel mesmo quando o antigeno
apresentou-se em baixa concentragéo (0,39 pg/mL);

e A presenca de antigenos em amostras de soro de ratos néo
imunossuprimidos ou imunossuprimidos ndo é uma boa ferramenta diagnéstica

para avaliar a infecgao;

e A detecgcédo de antigenos em amostras de LBA foi possivel durante toda a

cinética, sinalizando importante ferramenta diagnéstica;

e A deteccdo de anticorpos em amosiras de soro de animais nao

imunossuprimidos foi melhor do que em imunossuprimidos até o 8°d.p.i;

e Em amostras de LBA, a deteccao de anticorpos foi mais expressiva em

animais imunossuprimidos.

e As amostras de LBA revelaram-se importantes materiais biolégicos a

serem investigados;

e A deteccao de imunocomplexos nas amostras de soro e de LBA sinalizou
uma nova forma diagndstica para a estrongiloidiase associada aos métodos
padrdes.
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This study was performed with the objective of developing innovative procedures for the diagnosis of
strongyloidiasis. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was conducted to detect coproantigen
in the faecal samples of normal and of immunosuppressed rats using an anti-L3 polyclonal antibody pro-
duced in rabbits. Analysis revealed the kinetics of egg shedding in the non-immunosuppressed and
immunosuppressed rats infected with S. venezuelensis. Further analysis verified the ability of the immune
serum to detect L3 antigens in faecal samples from infected animals. The number of eggs recovered in the
faeces at 8 days p.i was significantly higher for both groups. Immunosuppressed animals eliminated
increased quantities of eggs. The immune serum was able to detect 0.39 pg/ml of L3 antigens. The antigen
recognition in the immunosuppressed group was anticipated on the 8th day p.i. In conclusion, these
results may represent a first step in the development of a rapid coproantigen detection kit for

Rats strongyloidiasis.

Diagnosis

© 2010 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Strongyloidiasis is an infection caused by the intestinal hel-
minth Strongyloides stercoralis, a cosmopolitan parasite most pre-
valent in tropical and subtropical regions. The disease is of great
importance in public health, especially due to the severe cases that
compromise a range of predisposed individuals, principally those
immunocompromised (Genta, 1989; Ferreira et al., 1999; Boulware
et al., 2007).

Strongyloides venezuelensis is a rodent parasite that has been
extensively used as an experimental model to study human infec-
tion (Baek et al,, 1998; Machado et al, 2009). In experimental
infections, infective larvae from S. venezuelensis migrate to the
lungs before fixing in duodenal mucosa. Thus, migration in the ro-
dent host is similar to that of S. stercoralis in humans (Negrao-Cor-
réa et al., 2003; Ferreira et al., 2009).

Diagnosis of this infection is an important, but difficult, task
since it relies on the detection of larvae in faeces using parasitolog-
ical methods (Machado et al., 2008; Hasegawa et al., 2009). In this
context, analysis performed on single faecal samples may fail to
detect infection in 70% of positive cases. Thus, to increase sensitiv-
ity the technician must analyze three or more samples (Dreyer
et al,, 1996; Uparanukraw et al., 1999).

* Corresponding author. Fax: +55 34 3218 2332.
E-mail address: costacruz@ufu.br (J.M. Costa-Cruz).

0014-4894/$ - see front matter © 2010 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.exppara.2010.02.015

Immunological assays, such as enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA), indirect fluorescent antibody test (IFAT) and Wes-
tern blotting or immunoblotting are useful in evaluating the host
immune response, in diagnosing asymptomatic cases and in epide-
miological surveys (Lindo et al., 1994; Boscolo et al., 2007; Mach-
ado et al., 2008). However, the principal limitation in establishing
such specific methods is the difficulty of obtaining infective larvae
of S. stercoralis. In order to circumvent this difficulty heterologous
antigens obtained from Strongyloides ratti, Strongyloides cebus or S.
venezuelensis have been used (Campos et al., 1988; Costa-Cruz
et al,, 1997; Machado et al., 2001, 2003).

Parasite antigen detection in faecal samples by immunological
assays may contribute to earlier diagnosis, an important consider-
ation for patients such as immunocompromised individuals,
potentially at risk of strongyloidiasis. Normally, the diagnosis is
performed when patients have already developed severe forms of
the disease (Bailey, 1989; Nageswaran et al., 1994).

In order to establish an innovative faecal antigen detection sys-
tem, Wistar rats, non-immunosuppressed and immunosuppressed
and experimentally infected with S. venezuelensis, were used.

2. Materials and methods
2.1. Animals

Male Wistar rats weighing 100-120g, bred at the Instituto
de Ciéncias Biomédicas, Universidade Federal de Uberlandia
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(ICBIM-UFU), were used in the experiments. During this study, the
rats were maintained at the animal facilities of the Centro de Exper-
imentacdo e Utilizacdo de Animais, UFU, MG, Brazil, fed with labora-
tory ration, and given tap water to drink ad libitum. All experiments
were conducted in agreement with animal ethics guidelines and
were approved by the Comité de Etica na Utdlizacio de Animais of
the Universidade Federal de Uberlidndia (CEUA 004/08).

2.2, Parasites

S. venezuelensis was isolated from wild rodents, Bolomys lasiu-
rus, in April, 1986 and was maintained in Wistar rats (Rattus nor-
vegicus), routinely infected in the Departamento de Parasitologia
of the Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), Brazil. S. ven-
ezuelensis third-stage infective larvae (L3) were obtained from
charcoal cultures of infected rat faeces. The cultures were stored
at 28 =C for 48 h, and the infective larvae were collected and con-
centrated using the Rugai method (Rugai et al., 1954). The recov-
ered larvae were washed several times in phosphate-buffered
saline (PBS) and counted. For each infection, 1,500 S. venezuelensis
L3 larvae were inoculated subcutaneously in the abdominal region
of the rats.

2.3. Experimental groups

Animals were divided into four groups: non-immunosup-
pressed, infected rats (n=24); immunosuppressed, infected rats
(n =24); control rats (n =24) and, immunosuppressed, control rats
(n =24). Prior to infection the immunosuppressed groups received
5 pug/ml of dexamethasone disodium phosphate, in water, for
5 days as described by Romand et al. (1998). Subsequently, the in-
fected groups were inoculated subcutaneously in the abdominal
region with 1500 S. venezuelensis L3

2.4. Experimental procedures

At 5, 8, 13 and 21 days post-infection (p.i.), groups of six rats
were placed on clean, moist absorbent paper and allowed to defe-
cate. Eggs/g in the faeces were counted using the Cornell-MacMas-
ter quantitative method (Gordon and Whitlock, 1939). The
parasitological examination was performed three times and the
average of the three results was recorded.

Each fecal sample was divided into two subsamples, one of
which was submitted to the Cornell-MacMaster quantitative meth-
od and the other was stored at —70 °C for future testing.

Fecal samples to be used with ELISA were prepared by the addi-
tion of 0.15M PBS, pH 7.4, and containing 0.3% Tween 20 in an
approximately 1:1 volume-to-volume ratio of buffer to faeces.

2.5. Production of immune serum and conjugate

For the production of immune serum, two rabbits were immu-
nized with crude larval somatic antigen. The immunization was
cervical as described by Gongalves et al. (2008 ). When a high anti-
body level was detected, 20 ml of blood was collected and an 1gG
fraction prepared using a Protein A Sepharose CL 4B column. After
testing the IgG activity against the specific antigen, a portion of the
IgG fraction was stored at —20 °C to be used as capture antibody in
ELISA. The other portion was mixed with horseradish peroxidase
(Sigma) according to the method of Wilson and Nakane (1978).

2.6. Coproantigen detection ELISA
Preliminary experiments were carried out in order to determine

the optimal conditions for ELISA through serial titration of the re-
agents (antibodies, control faecal supernatant, and conjugates).

Briefly, high-binding microtitre plates (Corning-Costar; Labora-
tory Sciences Company, New York, NY) were coated with 40 pg/ml
of 1gG anti-S. venezuelensis alkaline extract in 0.06 M carbonate-
bicarbonate buffer (pH 9.6) and stored overnight at 4 °C. Plates
were washed three times for 5 min with PBS containing 0.05%
Tween 20 (PBS-T). After washing, plates were incubated with fae-
cal supernatant diluted 1:2 up to 1:64 for 45 min at 37 °C. Subse-
quently the secondary antibody consisting of peroxidase-labeled
rabbit anti-S. venezuelensis lgG at the optimal dilution of 1:40
was added and the plates were again incubated for 45 min at
37=C. The reaction was revealed by adding the enzyme substrate
(0.03% H205 and o-phenylenediamine [OPD] in 0.1 M citrate—phos-
phate buffer, pH 5.0) with a final incubation for 15 min at room
temperature. The reaction was stopped by adding 2 N H2S0, and
the optical density (OD) was determined at 492 nm in a plate read-
er (Titertek Multiskan; Flow Laboratories, McLean VA).

2.7. Statistical analysis

Each experiment was performed twice. The results of the ex-
periments are expressed as mean + SEM. Statistical variations were
analyzed using ANOVA, followed by the Bonferroni test. The criter-
ion for statistical significance was set at P< 0.05.

3. Results
3.1. An Animal model and the kinetics of egg shedding

Our initial analysis was to establish an animal model of immu-
nosupression to be used as a positive control for high infection
rates. The immunosuppressant used was 5 pg/ml of dexametha-
sone disodium phosphate, in water, during 5days as previously
described (Romand et al., 1998). We observed that the initial time
point for egg shedding was 5 days p.i. for both non-immunosup-
pressed and immunosuppressed groups. The peak in egg output
was observed at 8 days p.. and a statistical difference between
groups was observed (P<0.01). It was clearly verified that immu-
nosuppressed animals shed higher numbers of eggs in their faeces.
After 13 days p.i., the number of eggs decreased in both groups.
However, it was observed that on the 21st day p.i. the infection
was eliminated in non-immunosuppressed animals, while in the
immunosuppressed, the infection persisted (Fig. 1).

3.2. Antigen recognition using polyclonal antibodies and the dilution of
faecal samples for antigen detection

Continuing the research, the ability of immune serum to detect
L3 antigens in faecal samples from infected animals was verified.
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Fig. 1. Total number of eggs/gm of faeces eliminated in faeces from rats immu-
nosuppressed or not, infected with Strongyloides venezuelensis. The error bar
indicates the means and standard (n=6). **P < 0.01.
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The results showed that the immune serum could detect 0.39 ng/
ml of L3 antigen (Fig. 2). In order to determine the optimal dilution
of faecal samples for antigen detection we performed ELISA using
different dilutions of faeces from both the non-immunosuppressed
and immunosuppressed groups at 5, 8, 13 and 21 days p.i. In non-
immunosuppressed animals antigen was best detected at day 13
and the dilution chosen for analysis was 1:8. At day 21 p.i., a lower
optical density was observed probably due to the reduction of anti-
gen in faeces as aresult of elimination of the infection. On the other
hand, immunosuppressed animals showed similar results on days
8, 13 and 21 p.i. (data not shown). Individual Separate analysis,
using a 1:8 faecal dilution, demonstrated that antigen detection le-
vels in non-immunssupressed animals were similar to those inim-
munosuppressed ones (Fig. 3).

4. Discussion

The methodology described in our research indicated that the
polyclonal antibody anti-S. venezuelensis L3 antigen could detect
even small amounts of parasite antigen in faeces. The ability to de-
tect S. venezuelensis antigens was corroborated by the immunosup-
pressant schedule that increased the numbers of egg that were
shed. Previous studies have shown that immunosuppressed status
favors Strongyloides spp. infection (Machado et al., 2005; Negrao-
Corréa et al, 2006; Gongalves et al., 2008; Rodrigues et al., 2009;
Machado et al,, 2009).

During the course of the research, the first detection of coproan-
tigen coincided with the appearance of larvae in the stool. Thus,
indicating that it is sensitive to parasitological diagnosis in detect-
ing the beginning of infection. Similar results were obtained by
Mageswaran et al, (1994) using polyclonal antibody anti-S. ratti
L3 antigen and anti-adult somatic.

Heterologous antigen has been widely used in the serum-based
diagnosis of human strongyloidiasis with good and promising re-
sults, especially in epidemiological surveys (Campos et al., 1988;
Costa-Cruz et al,, 1997; Machado et al., 2001, 2003). On the other
hand, this approach provides lower efficiency in diagnosing current
infection, particularly in immunocompromised patients, such as
HIV/AIDS positives (Ferreira etal., 1999; Oliveira etal., 2002; Keiser
and Nutman, 2004; Safdaret al., 2004; Machado et al.,2007). Copro-
parasitological methods are the most commonly used, however due
to insensitivity; diagnosis may be possible only after dissemination
or hyperinfection takes place in these immunosuppressed patients
(Sato et al., 1995; Uparanukraw et al., 1999; Siddiqui and Berk,
2001). Our results highlight new possibilities for the diagnosis of hu-
man strongyloidiasis inimmunosuppressed patients. The sensitivity
ofdetecting the S. venezuelensis antigen early may be useful fordiag-
nosis and consequent treatment. [n this way severe cases of the dis-
ease may be avoided. It was concluded that these results may
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Fig. 2. Standard curve of 5. venezuelen sis antigen detection. Different concentrations
of antigen diluted in the supernatant of negative faecal samples.
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Fig. 3. 5. venezuelensis antigen detection in faecal supernatants. Faecal supernatants
were diluted 1:8 and incubated with anti-L3 polyclonal antibody. Note that antigen
detection in the immunosup pressed groups occurred on day 8 post-infection. The
results from each group were calculated using n= 6 animals.

represent a first step in the development of a rapid coproantigen
detection kit for strongyloidiasis.
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