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RESUMO

A estrongiloidiase € uma helmintiase de condi¢do negligenciada que ndo apresenta um padrdo
ouro de diagnostico parasitologico devido a liberacdo intermitente de larvas nas fezes. A
permanéncia do parasito no hospedeiro pode levar a quadros de cronificacdo e hiperinfeccéo.
Fragmentos de anticorpos recombinantes (single-chain variable fragment, scFv) tém sido
empregados no desenvolvimento de métodos de diagndstico mais eficazes. O objetivo do
presente estudo foi obter scFv por Phage Display, a partir de uma biblioteca combinatorial,
frente a proteinas totais de Strongyloides venezuelensis, e sua posterior aplicacdo no
diagndstico soroldgico da estrongiloidiase humana pela detec¢do de imunocomplexos. Apds
dois ciclos de selecéo, os clones de scFv que reagiram frente a proteinas totais do parasito
foram caracterizados por sequenciamento. Para se caracterizar 0 componente antigénico do
extrato total no qual a molécula de scFv se ligou foram realizados os ensaios de pull-down,
imunofluorescéncia (Immunofluorescence antibody test, IFAT) e espectrometria de massas
(CID-MS/MS). A capacidade do scFv em detectar imunocomplexos foi verificada por
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), citometria de fluxo utilizando beads
magnéticos e ressonancia plasmoénica de superficie (SPR), utilizando pool de soro de
individuos positivos para estrongiloidiase, positivos para outras parasitoses e saudaveis. Foi
realizado o ELISA sandwich utilizando scFv para detectar imunocomplexos em 124 amostras
de soro de individuos, sendo: 40 positivos para estrongiloidiase; 44 positivos para outras
parasitoses e 40 saudaveis. A acuracia diagnéstica do método foi determinada pelos dados da
curva ROC. Dos 96 clones, 4 (A4, B4, H2 e H3) reagiram frente a proteinas totais do parasito
e a analise do sequenciamento demonstrou que 0s quatro clones apresentavam a mesma
sequéncia deduzida de aminoacidos. O SDS-PAGE 15%, ap0s ensaio pull-down, demonstrou
que o scFv foi capaz de se ligar a uma fracdo antigénica de ~65kDa de S. venezuelensis,
presente no corpo e sistema digestivo das larvas infectantes (L3), como verificado por IFAT.
Os resultados obtidos por CID-MS/MS e analises de bioinformética evidenciaram que essa
fracdo antigénica apresenta alta similaridade com a proteina de choque térmico (HSP60) de
Strongyloides sp., uma importante proteina envolvida na relacdo parasito-hospedeiro. Os
métodos de ELISA, citometria de fluxo e SPR demonstraram a capacidade do scFv em
detectar imunocomplexos em pool de soros de individuos com estrongiloidiase e diferenciar
de pool de soros de individuos com outras parasitoses e saudaveis. O ELISA sandwich com
124 amostras de soro apresentou elevada acuracia diagnostica, com 97,50% de sensibilidade,
98,81% de especificidade, area sob a curva de 0,9993 e razdo de probabilidade de 81,90.
Nesse estudo, obteve-se sucesso na selecdo e caracterizagdo de scFv que se liga a uma fracéo
antigénica especifica do parasito e que se mostrou inovador e eficaz no diagndstico da
estrongiloidiase humana.

Palavras-chave: estrongiloidiase  humana, diagnostico, Phage display, scFv,

imunocomplexos
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Selection of scFv (single-chain variable fragment) against total proteins of Strongyloides
venezuelensis by Phage Display and its application in the serological detection of

immune complex in human strongyloidiasis

ABSTRACT

Strongyloidiasis is a helminthiasis of neglected condition that has no gold standard of
parasitological diagnosis due to the intermittent release of larvae in feces. The maintenance of
the parasite in the host can lead to chronicity and hyperinfection. Recombinant antibody
fragments (single-chain fragment variable, scFv) have been used in the development of more
effective methods of diagnosis. The aim of this study was to obtain scFv by Phage Display,
from a combinatorial library, against total proteins of Strongyloides venezuelensis, for its
further application in the serological diagnosis of human strongyloidiasis by immune
complexes detection. After two cycles of selection, the scFv clones that reacted against the
total proteins of the parasite were characterized by sequencing. To characterize the antigenic
component of the total extract in which the scFv molecule bound, the pull-down assay,
immunofluorescence antibody test (IFAT) and mass spectrometry (CID-MS/MS) were
performed. The ability of scFv to detect the immune complexes was verified by enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA), flow cytometry using magnetic beads and surface
plasmon resonance (SPR), using serum pool of individuals positive for strongyloidiasis,
positive for other parasites and healthy. It was performed the sandwich ELISA using scFv for
detecting immune complexes in 124 serum samples from individuals: 40 positive for
strongyloidiasis; 44 positive for other parasitic diseases and 40 healthy. The diagnostic
accuracy of this method was determined by the data of the ROC curve. Of the 96 clones, 4
(A4, B4, H2 and H3) reacted against total proteins of the parasite and sequencing analysis
showed that the four clones had the same deduced amino acid sequence. The 15% SDS-
PAGE, after pull-down assay, demonstrated that the scFv was able to bind to an antigenic
fraction of ~65kDa from S. venezuelensis, present in the body and digestive system of
infective larvae (L3), as verified by IFAT. The results obtained by CID-MS/MS and
bioinformatics analysis showed that this antigenic fraction presents high similarity with heat
shock protein (HSP60) of Strongyloides sp., an important protein involved in host-parasite
relationship. The ELISA, flow cytometry and SPR methods demonstrated the ability of scFv
to detect immune complexes in pool of sera from individuals with strongyloidiasis and
differentiate from the pool of sera from individuals with other parasitic diseases and healthy.
The sandwich ELISA with 124 serum samples showed high diagnostic accuracy with 97.50%
sensitivity, 98.81% specificity, area under the curve of 0.9993 and likelihood ratio of 81.90.
In this study, success was obtained in the selection and characterization of a scFv that binds to
a specific antigenic fraction of the parasite and that proved to be innovative and effective in
the diagnosis of human strongyloidiasis.

Keywords: human strongyloidiasis, diagnosis, Phage Display, scFv, immune complexes
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1. INTRODUCAO

A estrongiloidiase humana é uma parasitose intestinal causada por neméatodeos do
género Strongyloides. O género pertence ao reino Animalia, sub-reino Metazoa, Filo
Nematoda, Classe Secernentea, subclasse Rhabditia, ordem Rhabiditia e familia
Strongyloididae e engloba 52 espécies, sendo que somente duas espécies podem causar
infeccdo no homem: Strongyloides stercoralis (BAVAY, 1876) e Strongyloides fuelleborni
(VINEY et al., 1991). Considerando somente infec¢cdes agudas, a estrongiloidiase € uma das
principais parasitoses intestinais em humanos. Devido ao grande ndmero de pessoas
potencialmente expostas ou com infecgbes subclinicas ndo diagnosticadas, essa parasitose
apresenta-se como condigdo negligenciada (OLSEN et al., 2009; BISOFFI et al, 2013;
RAMIREZ-OLIVENCIA et al., 2014).

Ha grande variedade de técnicas utlizadas para o diagndstico dessa parasitose, todas
com vantagens e desvantagens, e com caracteristicas Unicas para objetivos especificos. O
diagnostico parasitolégico é rotineiramente utilizado para a detecgdo do parasito devido ao
seu custo, entretanto é pouco sensivel (LEVENHAGEN; COSTA-CRUZ, 2014). Isso se deve,
principalmente, a liberacdo pequena e irregular de larvas nas fezes, sendo necessario a coleta
de sete amostras para se ter sensibilidade de 100%. A dificuldade na deteccdo da infeccao
culmina na permanéncia do parasito no corpo do hospedeiro por anos, resultando em
cronificacdo (SCHAR et al., 2013).

Uma caracteristica importante dessa infeccdo parasitaria se da pela possibilidade de
autoinfeccdo em que grande quantidade de larvas infectantes presentes no intestino se
disseminam para outros 6rgdos. Esse processo € mais frequente em individuos infectados
submetidos a diversos fatores imunossupressores (PAULA; COSTA-CRUZ, 2011).
Considerando a magnitude da estrongiloidiase e a importancia do diagnéstico precoce, ha
necessidade de desenvolver metodologias que sejam inovadoras, devido a possibilidade de
cronificacdo, hiperinfeccdo e disseminagdo, que podem ser fatais nos quadros de
imunossupressdao (LEVENHAGEN; COSTA-CRUZ, 2014).

1.1. Epidemiologia da estrongiloidiase humana

A estrongiloidiase humana destaca-se como parasitose de grande distribuicdo mundial.

A infeccdo por S. fuelleborni é restrita a alguns paises da Africa e Asia. A taxa de infecgo
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por S. stercoralis pode atingir cerca de 100 milhdes de individuos, com predominancia em
regides tropicais e subtropicais. (SCHAR et al., 2013; BUONFRATE et al., 2014). As regides
mundiais foram diferenciadas de acordo com a prevaléncia da infecgdo por S. stercoralis em
esporadica ou de baixa endemicidade (<1%), endémica ou de média endemicidade (1-5%) e
hiperendémica ou de alta endemicidade (>5%) (STUERCHLER, 1981 apud PIRES;
DREYER, 1993). As areas de alta endemicidade estdo concentradas no paises em
desenvolvimento delimitados pelos tropicos, que apresentem condi¢des sanitarias precarias,
bem como condicdes de umidade, temperatura e de solo ideais ao desenvolvimento
parasitario. Nos paises desenvolvidos, as taxas de infecgdo estdo diretamente relacionadas a
sua deteccdo em viajantes ou refugiados, assim como de imigrantes de areas endémicas
(SCHAR et al., 2013).

No Brasil, a importancia dessa parasitose e seu agente etioldgico foi relatada pela
primeira vez por Ribeiro da Luz em 1880. O estados que apresentam as maiores taxas de
prevaléncia sdo: Minas Gerais, Amapa, Goias e Rondbnia (COSTA-CRUZ, 2011). Em
Uberlandia-MG, a ocorréncia da estrongiloidiase humana foi demonstrada em diferentes
amostras populacionais: 3,3% em criancas hospitalizadas (PAULA et al., 2000); 3,8% em
diabéticos (MENDONCA et la., 2006); 4,4% em puérperas lactantes (MOTA-FERREIRA et
al., 2009); 5% em idosos (NAVES; COSTA-CRUZ, 2013); 9,15% em pacientes com cancer
gastrointestinal (MACHADO et al., 2008a); 12% em individuos infectados pelo HIV (SILVA
et la., 2005), 13% em escolares (MACHADOQO; COSTA-CRUZ, 1998) e 33,3% em alcoolistas
(OLIVEIRA et a., 2002).

1.2. Ciclo biolégico da estrongiloidiase humana

A infeccdo pelo S. stercoralis apresenta dois modos de transmissdo: primoinfeccao ou
heteroinfeccdo e autoinfeccdo. A primoinfeccdo ocorre pela penetracdo ativa de larvas
filarioides (L3) na pele e mucosas do hospedeiro. Apds realizar o ciclo de Loss, a larvas (L4)
sdo deglutidas e alcancam o intestino delgado. As larvas transformam-se em fémeas
partenogenéticas, alojando-se nas glandulas de Lieberkihn, onde iniciam a postura dos ovos.
Os ovos larvados eclodem na mucosa liberando as larvas rabditoides (L2), que podem ser
triploides (3n), diploides (2n) ou haploides (1n) (COSTA-CRUZ, 2011).

No meio externo, dependendo das condi¢des ambientais, essas larvas desenvolverdo o
ciclo direto ou indireto. O ciclo direto caracteriza-se pela transformacéo das larvas rabditoides

(3n) em larvas filarioides L3 (3n) que sdo as formas infectantes do parasito. O ciclo indireto
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ou de vida livre caracteriza-se pelo desenvolvimento das larvas rabditoides 2n e 1n, em
fémeas diploides e machos haploides respectivamente que, por reproducdo sexuada, daréo
origem a ovos, larvas rabditoides e posteriormente, larvas filarioides infectantes (L3). O
periodo pré-patente para S. stercoralis em humanos é de aproximadamente 8-25 dias
(COSTA-CRUZ, 2011).

Outra forma de transmissao é a autoinfec¢do, que ocorre pela transformacéo de larvas
L2 em L3 na regido perianal e penetracdo ativa da L3 infectante nessa regido (forma externa)
ou, pela transformacao de larvas L2 em L3 na mucosa intestinal, e penetracéo ativa das larvas
L3 na regido do ileo e cdlon (forma interna). Esse modo de infeccdo aumenta a carga
parasitaria do paciente, sendo responsavel pela longa permanéncia do parasito no hospedeiro e
se caracteriza por ser o principal fator de desenvolvimento das formas graves de
estrongiloidiase como a hiperinfeccéo e disseminacdo dos parasitos a outros érgdos devido a
varios fatores imunossupressores (MARCOS et al., 2011; PAULA; COSTA-CRUZ, 2011).
Na figura 1 observa-se o ciclo da estrongiloidiase humana.
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Figura 1. Ciclo biologico da estrongiloidiase humana
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1.3. Resposta imune, patogenia e sintomatologia

A interacdo entre S. stercoralis e o hospedeiro humano é complexa devido a sua
capacidade intrinsica de desenvolvimento, de modo que os individuos infectados podem
apresentar trés modos de evolugdo da doenca: erradicagcdo da infeccdo, cronificacdo e
hiperinfeccdo, com possibilidade de disseminacgéo, decorrentes da autoinfecgdo (COSTA-
CRUZ, 2011). A infeccdo por S. stercoralis é normalmente auto limitada e de baixa
morbidade em individuos imunocompetentes, tornando-se grave nos quadros de
imunossupressdo (MARCOS et al., 2008; MARCOS et al., 2011; BUONFRATE et al., 2013).

Devido & complexidade da interacdo parasito-hospedeiro pouco se sabe dos
mecanismos e estratégias de evasdo imune desenvolvidos por esse parasito. A maioria dos
estudos envolvendo a resposta imune frente a helmintos, em modelos experimentais,
demonstra a participagéo da resposta imune celular e humoral. De modo geral, as respostas
imunes dos hospedeiros frente a parasitos se iniciam pela apresentacdo de antigenos aos
linfocitos T CD4+ de perfil Th2, via MHC (complexo de histocompatibilidade principal)
classe Il, desempenhando suas funcGes na imunidade adaptativa, com a producdo de
interleucinas especificas dessa via de sinalizacdo como IL-3, IL-4, IL-5 e IL-13 (JANKOVIC
et al., 2006; RODRIGUES et al., 2013).

Essas citocinas de perfil Th2 induzem répida resposta humoral mediada por IgA e IgE,
e resposta celular mediada por eosinéfilos, basofilos e mastécitos, fundamentais nos
processos de eliminacdo de larvas e vermes (MARCOS et al., 2011). A hipersensibilidade
mediada pela IgE antigeno-especifica é a resposta imune efetora mais réapida frente aos
parasitos (GALIOTO et al., 2006). Por sua vez, a IgA, que proporciona protecdo de mucosa
frente a parasitos, é a segunda imunoglobulina mais prevalente no soro e representa a mais
proeminente classe na superficie de mucosa e secrecdes seromucosas como saliva, lagrima,
colostro e liquor (MESTECKY; RUSSEL, 2009; RIBEIRO et al., 2010).

Niveis elevados de IgE sdo demonstrados em pacientes imunocompetentes com
estrongiloidiase, entretanto, nos casos de hiperinfeccdo em individuos com imunossupressao,
os niveis de IgE total e especifica podem estar dentro da normalidade. A IgM Strongyloides-
especifica, que demonstra infecgdo recente por S. stercoralis, apresenta o pico de producgéo
uma semana pos-infeccdo (p.i.) e mantém os niveis elevados por mais de duas ou trés
semanas. Titulos de IgG sdo notados duas semanas p.i., com um pico em torno da sexta
semana que persiste por até 20 semanas p.i. O ciclo do parasito sugere também que ele pode

estimular a resposta local sisttmica mediada por anticorpos IgA. Individuos sintomaticos
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graves, devido a fatores imunossupressores, podem apresentar reducdo significativa da
concentracdo de IgA e IgM, entretanto ndo ha alteracdo de 19G (COSTA-CRUZ, 2011). Na
elaboracdo da resposta imune frente a S. stercoralis prevalece principalmente IgG1 e IgG4.
Acredita-se que 1gG1 tenha um papel protetor frente a infeccdo e que IgG4 esteja envolvida
no bloqueio da resposta protetora promovida pela IgE, reduzindo a expulsdo dos parasitos
(RODRIGUES et al., 2007).

Na resposta imune frente ao parasito também ha participacdo do mecanismo T-
independente, atraves da ativacdo de macrofagos e consequente producdo de citocinas como
fator de necrose tumoral alpha (TNF-a) e interleucina 1 (IL-1), além de mediadores da
inflamacg8o antigeno-inespecificos. Essas citocinas atuam nas glandulas caliciformes do
intestino estimulando a producdo de muco, que tem a funcdo de revestir as fémeas
partenogenéticas evitando seu estabelecimento na mucosa e promovendo sua eliminacdo do
intestino. As mucinas representam, portanto, a primeira linha de defesa do hospedeiro frente a
helmintos (MACHADO et al., 2005). Os antigenos das larvas L3 de S. stercoralis ativam as
vias classicas e alternativas do complemento, permitindo a aderéncia de mondcitos do sangue
periférico e de células polimorfonucleares a superficie dessas larvas, lisando-as. Umas das
estratégias de evasdo do helminto sdo as proteases secretadas pelo parasito, que clivam as
proteinas do complemento (COSTA-CRUZ, 2011).

A migracdo e mudas das larvas filarioides podem provocar rompimento dos capilares
dos alvéolos causando hemorragias e infiltrado inflamat6rio. Em casos mais graves pode levar
ao desenvolvimento da Sindrome de Loeffler, com edema pulmonar e insuficiéncia
respiratéria (COSTA-CRUZ, 2011). A presenca de ovos, larvas e parasitos adultos ha mucosa
intestinal resultam em reacdo inflamatéria, podendo acarretar na sindrome da ma absorcéo,
diarreia crbnica com perda proteica, hemorragia com desenvolvimento de quadros de
hipoalbuminemia, anemias e eosinofilias (FARDET et al., 2007). Nas alteracGes patoldgicas
onde a carga parasitaria € maior, a enterite é ulcerativa, resultando em inflamacdo com
eosinofilia intensa e ulceragdes com invasao bacteriana, sendo posteriormente substituidos por
tecido fibrotico, acarretando na rigidez da mucosa intestinal JUCHEMS et al., 2008).

Os individuos infectados sdo assintomaticos na maioria dos casos, podendo apresentar
casos de desconforto abdominal, de modo que a maioria dos sintomas apresentam-se como
manifestacdes clinicas brandas. Os sintomas pulmonares apresentam intensidade variavel,
estando presentes na maioria dos individuos infectados, caracterizando por tosse com ou sem
expectoragcdo, dispneia, crises asmatiformes decorrentes das larvas filarioides e
ocasionalmente de fémeas (MIRDHA et al.,, 2009; KUNST et al.,, 2011). Os sintomas
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decorrentes desses processos sdo semelhantes a outras infecgdes parasitarias, dificultando o
diagndstico clinico (AGRAWAL et al., 2009).

As manifestacdes extraintestinais podem levar a quadros graves, potencialmente fatais,
em individuos imunocomprometidos por diferentes fatores tais como: desnutricdo severa,
alcoolismo, diabetes mellitus tipo 2, tuberculose, tratamentos imunossupressores em
individuos com céncer, doengas auto imunes ou pés-transplantes, individuos infectados pelo
virus linfotropico para células T humanas tipo 1 (HTLV-1), pacientes portadores de HIV e
individuos com sepse (PAULA; COSTA-CRUZ, 2011; MARCOS et al., 2011; IZQUIERDO
et al., 2013; IORI et al., 2014). Assim, a sintomatologia da estrongiloidiase ndo estd somente
relacionada a carga parasitaria, mas também a fatores do hospedeiro (RETS et al., 2013).
Nesses pacientes com hiperinfeccdo devido a imunossupressdo, ha possibilidade de
diagnosticar as formas parasitarias através do exame da secre¢cdo do lavado brénguico e do
fluido alveolar, anélise da secrecdo respiratoria por microscopia fluorescente, sangue
periférico e fluido cerebroespinhal, além de bidpsia do sistema digestivo (LEVENHAGEN;
COSTA-CRUZ, 2014).

1.4. Diagnostico parasitologico, molecular e imunologico

Diversos métodos parasitolégicos e técnicas de biologia molecular tém sido descritos
com o objetivo de se diagnosticar a estrongiloidiase humana. O exame parasitoldgico é
utilizado com frequéncia para a identificacdo de larvas rabditoides nas fezes (KNOPP et al.,
2014). Dentre os métodos realizados que possibilitam essa identificacdo, os métodos de
Baermann (BAERMANN, 1917) e cultura em placa de 4gar (ARAKAKI et al., 1988) vém
apresentando os melhores valores de diagndstico (INES et al., 2011). De modo geral, devido a
liberacdo pequena e irregular de larvas nas fezes os métodos parasitoldgicos apresentam baixa
sensibilidade. Por isso é estabelecido como ideal a coleta de um maior nimero de amostras.
Foi demonstrado que com a coleta de no minimo sete amostras de fezes em dias alternados
pode-se aumentar a sensibilidade do teste (UPARANUKRAW et al., 1999; KNOPP et al.,
2008). No entanto, como o0 exame de varias amostras é bastante incoveniente para o paciente,
e consome muito tempo, muitos médicos relutam em solicita-lo (HIRA et al., 2004).

Entre as técnicas de biologia molecular desenvolvidas até hoje para diagnostico da
estrongiloidiase destaca-se a reacdo em cadeia da polimerase (polymerase chain reaction,
PCR). Essa metodologia apresenta uma ampla variedade de funcGes; entretanto, no

diagnostico da estrongiloidiase, a técnica de PCR tem sido aplicada na deteccdo do parasito
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nas fezes. E uma técnica que vem apresentando resultados promissores, com elevada
sensibilidade e especificidade na deteccdo do DNA do parasito (VERWEL] et al., 2009;
KRAMME et al., 2011; SITTA et al., 2014). A maior dificuldade relatada na obtencdo de
melhores resultados envolve a padronizacdo da técnica devido a alguns fatores: presenca de
inibidores da reacdo de PCR presentes nas fezes, presenca de uma resistente cuticula na
superficie do parasito dificultando o processo de extracdo do DNA e a pequena quantidade de
amostra que se utiliza para realizar a PCR, em comparacdo a outros métodos, o que pode
resultar em resultados falso negativos. Outro aspecto importante dessa metodologia é que
embora a técnica de PCR esteja sendo utilizada com maior frequéncia nos paises emergentes,
sua aplicacdo é restrita a poucos locais, uma vez que na maioria dos paises endémicos para a
estrongiloidiase humana, onde os recursos financeiros sdo escassos, faz-se necessario a
analise do custo-beneficio e comparacédo a outros métodos de diagnéstico (LEVENHAGEN;
COSTA-CRUZ, 2014).

A maior limitacdo na padronizacdo de testes sorolégicos mais especificos estd na
dificuldade de se obter larvas infectantes de S. stercoralis. Devido a essa dificuldade tornou-
se conveniente a padronizacdo e utilizacdo de antigenos heterélogos provenientes de
Strongyloides cebus, Strongyloides ratti e Strongyloides venezuelensis (LEVENHAGEN;
COSTA-CRUZ, 2014). Machado e colaboradores (2008b) realizaram a caracterizacéo
antigénica de oito cepas de S. venezuelensis utilizando amostras de soros de individuos
positivos para S. stercoralis, sendo reconhecida uma fracdo antigénica de 45 kDa, comum as
oito cepas, por anticorpos anti-S. stercoralis, por immunoblotting. Os resultados
demonstraram ainda valores de 93% de sensibilidade e 100% de especificidade para os testes
IFAT e ELISA.

Uma analise de transcriptoma de S. stercoralis com outros nematoides incluindo S.
ratti revelou similaridade na transcri¢cdo de moléculas que possuem papeis chave no processo
de interacdo parasito-hospedeiro, assim como moléculas importantes no diagnéstico, como
proteinas de secrecdo/excrecdo (MARCILLA et al., 2012). Outra similaridade entre as
espécies esta na producdo e secrecdo de metaloproteases pelas larvas infectantes durante o
processo de penetracdo na pele. Larvas infectantes de S. venezuelensis possuem
metaloprotease dependente de zinco de 40kDa, andloga a proteina SS40 de S. stercoralis, com
um importante papel na penetragdo da pele (YOSHIDA et al., 2011). Assim, a composi¢ao
antigénica é bastante semelhante entre as espécies de Strongyloides sp., sendo que outras

espécies também podem ser utilizadas na obtencdo de antigeno heterélogo e sua consequente
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aplicacdo no imunodiagnostico da estrongiloidiase humana, substituindo o antigeno de S.
stercoralis (LEVENHAGEN; COSTA-CRUZ, 2014).

Os métodos imunologicos apresentam a vantagem de demonstrarem elevada
sensibilidade em comparacdo aos métodos parasitologicos, alem de serem Uteis na avaliacdo
da resposta imune do hospedeiro e na utilizacdo em inquéritos soroepidemioldgicos. Apesar
das dificuldades na obtencdo e fracionamento de antigenos, assim como padronizacdo das
técnicas, diversos métodos imunologicos tém sido descritos (PAULA; COSTA-CRUZ, 2011;
BISOFFI et al., 2014). Dentre aqueles que apresentam maiores valores de sensibilidade e
especificidade destacam-se: Immunofluorescence antibody test (IFAT), utilizando diversas
preparagOes antigénicas direcionadas para a pesquisa de diferentes classes de anticorpos;
Immunoblotting e Luciferase Immunoprecipitation Systems (LIPS) considerados altamente
sensiveis e especificos na deteccdo de anticorpos no soro de individuos com estrongiloidiase;
e Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) (LEVENHAGEN; COSTA-CRUZ, 2014).

A técnica de ELISA é extremamente Gtil e compreende um dos principais métodos
utilizados no diagnodstico de doencas infecciosas e parasitarias. Esse método permite a
deteccdo de anticorpos, antigenos e imunocomplexos em diversas amostras bioldgicas. Essa
técnica € considerada superior a outros testes soroldgicos no que diz respeito a praticidade
assim como disponibilidade e custo dos reagentes. Entretanto, apesar do alto nivel de
sensibilidade, uma das maiores dificuldades na elaboracdo desse teste esta na possibilidade de
reacdo cruzada com outras infec¢bes parasitarias. Por isso, a preparacdo antigénica
compreende umas das etapas cruciais do processo, com o objetivo de se elaborar métodos
imunolégicos mais confiaveis (LEVENHAGEN; COSTA-CRUZ, 2014). Para esse fim,
diferentes técnicas de preparacdo antigénica foram desenvolvidas com a finalidade de se obter
antigenos que possibilitem uma maior especificidade nos testes como: fracionamento por
Triton X-114 (FELICIANO et al., 2010), cromatografia de afinidade (GONZAGA et al.,
2011), obtencdo de proteinas recombinantes (RAMANATHAN et al., 2008; KROLEWIECKI
et al, 2010) e selecdo de peptideos fusionados a fagos (FELICIANO et al., 2014).

1.5. Phage Display e selecéo de fragmentos de anticorpos recombinantes (scFv)

Phage Display é uma metodologia que proporciona a selecdo de peptideos ou
proteinas expressos em bacteriofagos, a partir de bibliotecas. Apos se ligarem especificamente
a outras moléculas de interesse sdo aplicados em estudos de diagndstico e vacinas (SANTOS
et al., 2013; ARAUJO et al., 2014). De acordo com a metodologia, um segmento de DNA
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codificante é inserido no genoma de fagos filamentosos, e 0 peptideo ou proteina séo
expressos fusionados a alguma proteina do capsideo do fago. Desse modo, uma biblioteca de
bacteriofagos apresenta grande variabilidade, com possibilidade de selecionar peptideos ou
proteinas ligantes a diferentes alvos. E uma tecnologia vantajosa uma vez que, ap6s infeccio
de Escherichia coli pelos fagos selecionados, ha a producgéo de proteinas sollveis, com baixo
custo, facil manuseio e rapidez (BENHAR, 2001).

Os fagos filamentosos, como M13, pertencem a familia Inoviridae de bacteriéfagos e
possuem um DNA de fita simples como material genético. A particula viral € composta pelo
genoma viral e por cinco proteinas estruturais no seu capsideo (plll, pVI, pVIII, pVII e pIX).
A plll esta relacionada a infectividade do fago e a infeccéo € iniciada pelo acoplamento da
plll do fago ao pilus F de uma E. coli. O gene da plll é um dos locais frequentemente
utilizados para inser¢do do DNA codificante de um peptideo ou proteina, de modo que esses
serdo expressos fusionados a plll na superficie do fago. Uma das vantagens do uso do
bacteriofago é que fagos filamentosos ndo geram uma infec¢éo litica em E. coli, mas induzem
preferencialmente um estado na qual a bactéria infectada produz e secreta particulas de fago
sem sofrer lise (BRIGIDO; MARANHAO, 2002).

O processo de selecdo de peptideos ou proteinas expressos em fagos, a partir de uma
biblioteca combinatorial, frente a um alvo qualquer, compreende duas etapas: 0 biopanning
(selecdo por afinidade) e screening (triagem). No processo de biopanning, a biblioteca fagos €
incubada com o alvo de escolha, para que ocorra a interacdo com este. Os fagos selecionados
(ligantes) podem ser eluidos com o uso de condi¢fes que desfavorecam a ligacdo destes com a
molécula alvo, como aplicacdo de gradientes de pH sem que haja, no entanto, um
comprometimento da infectividade do fago (BRIGIDO; MARANHAO, 2002). Os fagos
recuperados sdo amplificados por infecgdes sequenciais em E. coli e no final do processo
obtém-se varios clones, sendo selecionados os ligantes mais especificos pelo processo de
screening (KRETZSCHMAR; VON RUDEM, 2002). De modo geral, sdo realizados trés
ciclos de selecdo, que resultam no enriquecimento dos fagos especificos frente ao alvo de
interesse e na exclusdo de fagos ndo especificos (Figura 2A) (BARBAS Il et al., 2001).

Uma possibilidade de utilizacdo da técnica de Phage Display envolve a selegdo de
fragmentos de anticorpos monoclonais, como alternativa aos anticorpos monoclonais obtidos
pela técnica de hibridoma. Fragmentos de cadeia Unica das regifes variaveis de anticorpos
(single-chain variable fragment, scFv) foram desenvolvidos primeiramente por Bird et al.

(1988) e Huston et al. (1988), e representa 0 menor dominio funcional de cadeias leve e
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pesada (VL e VH) de um anticorpo necessario a ligagdo especifica ao seu antigeno
(WEISSER; HAL, 2009). A expressao desses fragmentos é realizada na forma de fragmentos
recombinantes de anticorpos, através da fusdo das regides codificadoras da porcao variavel do
anticorpo (Fv) ao gene Il do fago M13, sendo capaz de codificar e expressar o sCFv na
proteina P11 do fago (Figura 2B) (VAUGHAN et al., 1996).

Ligagao Lavagem
—_—

Repetir
o ciclo

Analise de
reatividade Amplificagdo
e expressido em E. coli
- -~

B Fragmentos

— de anticorpos
expressos (scFv)

Proteina lll

Proteina VI

Proteina VIII

Insergdo de genes
que codificam as
cadeias leve e
pesada do scFV

Gene lll

Proteinas Vil e IX

Figura 2: Esquema do processo geral de Phage display (A) (Adaptado de HUANG et al., 2012) e da expressdo
de fragmentos de anticorpos na proteina PI1l do capsideo do fago (Adaptado de SMITH et al., 2005).
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A possibilidade de expressar scFv na superficie de bacteriéfagos possibilitou a selecéo
de fragmentos de anticorpos antigeno-especificos sem a necessidade de utilizacdo da técnica
de hibridomas, reduzindo o tempo de sua producdo (McCAFFERTY et al., 1990; WEISSER,;
HAL, 2009). Uma vez selecionados, 0s anticorpos de interesse podem ser sintetizados em

grande escala e serem utilizados em ensaios quimicos, fisiol6gicos e imunoldgicos.

O processo de biopanning tem sido eficiente na selecdo de fragmentos de anticorpos a
componentes antigénicos de parasitos. Fragmentos de anticorpos foram selecionados frente a
proteinas de superficie de Schistosoma mansoni para caracterizagdo de antigenos
imunogénicos (SEPULVEDA et al., 2010) e com o objetivo de selecionar antigenos de
Taenia solium para serem aplicados no diagndstico imunoldgico da neurocisticercose
(RIBEIRO et al.,, 2013). Esses estudos demonstraram a importante aplicabilidade dos
fragmentos de anticorpos na caracterizacdo imunogénica de antigenos parasitarios,
possibilitando sua utilizacdo na caracterizagao proteica e molecular de parasitos. Desse modo,
a selecdo de fragmentos de anticorpos recombinantes frente a proteinas totais de S.
venezuelensis podera possibilitar a selecéo eficaz de um clone especifico a uma determinada
proteina do parasito e a elaboracdo de um método que tenha elevada acuracia para o

diagndstico imunoldgico da estrongiloidiase humana.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Selecionar fragmentos de anticorpos (scFv, single-chain variable fragment) frente a
proteinas totais de Strongyloides venezuelensis por Phage Display, e aplicar no diagndstico

soroldgico de imunocomplexos na estrongiloidiase humana.

2.2. Especificos

» Selecionar e caracterizar as moléculas de scFv, obtidas por Phage Display, frente a

proteinas totais de S. venezuelensis;

» Caracterizar a fracdo antigénica de S. venezuelensis na qual o scFv selecionado se liga,

por pull-down assay, imunofluorescéncia e espectrometria de massas;

» Verificar a capacidade do scFv em detectar imunocomplexos e discriminar pool de
soros de individuos com estrongiloidiase em relacdo a outras parasitoses e saudaveis,
por enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), citometria de fluxo com beads

epoxy e ressonancia plasménica de superficie;

» Determinar a acuracia diagnostica do ELISA, utilizando scFv para detectar

imunocomplexos em amostras de soro humano.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Aspectos éticos

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados em 2012 (n° de protocolo:
116.610) pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Uberlandia (UFU),

com adendo em 2013, de protocolo nimero 307.605.

3.2. Obtencao de larvas infectantes (L3) de S. venezuelensis

A cepa de S. venezuelensis foi mantida em ratos Wistar (Rattus norvegiccus) no
Centro de Bioterismo e Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Uberlandia
(CBEAJ/UFU). Os animais foram inoculados com larvas infectantes (L3), por via subcuténea.
Apos 7 dias de infeccdo, as fezes foram recolhidas para a preparacdo de culturas em carvéo.
Apbs 3 dias de cultura a 27°C em BOD (Biochemical Oxygen Demand), as larvas L3 foram
recuperadas (RUGAI et al., 1954), lavadas 3 vezes em salina tamponada com fosfato
(phosphate buffered saline, PBS) (0,01M; pH 7,2), centrifugadas a 1.500 rpm durante 5

minutos e armazenadas a -20°C até sua utilizacao.

3.3. Obtencdo de proteinas totais de S. venezuelensis

A obtencdo de proteinas totais de S. venezuelensis foi realizada de acordo com
Gonzaga e colaboradores (2011), utilizando larvas L3. As larvas foram ressuspensas em PBS
0,01M (pH 7,2), contendo inibidores de protease e submetidas a cinco ciclos de congelamento
(1 minuto, -96°C) e descongelamento/sonicagdo (5 minutos, 40kHz, 4°C) (Thornton, Impec
Eletronica, Sdo Paulo, Brasil). Apo6s incubacdo overinght a 4°C, sob agitacdo constante, a
suspensdo foi centrifugada a 10.000 rpm (DuPont Sorvalll Products Newton, Bridgeport, CT,
EUA) durante 30 minutos a 4°C. A quantificacdo proteica do sobrenadante, contendo as
proteinas totais, foi realizada de acordo com Lowry e colaboradores (1951). O extrato

proteico foi armazenado a -20°C até sua utilizagdo.
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3.4. Selecdo e caracterizacdo de moléculas de scFv, obtidas por Phage Display, frente a

proteinas totais de S. venezuelensis

3.4.1. Selegdo de scFv frente a proteinas totais de S. venezuelensis

A selecdo de clones de scFv frente a proteinas totais de S. venezuelensis foi realizada
utilizando uma biblioteca de fagos contendo aproximadamente 2x10° sequéncias
combinatérias de scFv, desenvolvida por Ana Paula Carneiro no Laboratério de
Nanobiotecnologia da UFU e ja utilizada frente a alvos tumorais (CARNEIRO et al., 2014) e
outras doencas infecciosas (dados ndo publicados).

Foram realizados dois ciclos de selecdo, sendo precedidos pela reamplificacdo da
biblioteca de scFv em Escherichia coli XL1-Blue competentes e infecgdo do fago auxiliar
VCSM13 para a montagem e replicacdo das proteinas virais (BARBAS Il et al., 2001). Um
poco de uma placa de microtitulagdo (Nunc MaxiSorp™, eBioscience, San Diego, CA, EUA)
foi sensibilizado com 50 pL de proteinas totais de S. venezuelensis (1 pg/pogo) em tampéo
carbonato-bicarbonato 0,1M (pH 8,6) e incubado por 18 horas a 4°C. O poco foi bloqueado
com 250 pL de PBST 0,05%/BSA 5% (salina tamponada com fosfato acrescida de Tween 20
0,05% (v/v) e soro albumina bovina 5% (p/v)) durante 1 hora a 37°C, e lavado trés vezes com
PBS. Em seguida, 100 pL da biblioteca de fagos-scFv foram adicionados ao poco e a placa foi
incubada por 1 hora a 37°C. Posteriormente, o poco foi lavado 10 vezes com PBST 0,1%. Os
fagos ligados as proteinas totais foram eluidos com 100 pL de glicina-HCI 100mM (pH 2,2)
durante 30 minutos a temperatura ambiente (TA). A suspensao foi neutralizada com 16,5 pL
de Tris 2M (pH 9,1). Os fagos resultantes desta primeira selecdo foram amplificados em E.

coli XL1-Blue. Um segundo ciclo de selecéo foi realizado como descrito acima.

3.4.2. Extracdo do DNA plasmidial e transformacao em E. coli TOP10

Bactérias E. coli XL1-Blue infectadas a partir do 2° ciclo de sele¢do foram utilizadas
para extracdo do DNA plasmidial e posterior transformacdo em bactérias E. coli TOP10, uma
linhagem n&o supressora. A extracdo DNA plasmidial foi realizada utilizando o QIAprep Spin
Miniprep Kit (Qiagen, Hilden, DS, Germany), de acordo com as instru¢des do fabricante. O
DNA plasmidial extraido foi quantificado (Nanodrop Spectrophotometer, Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, MA, EUA) e posteriormente analisado em gel de agarose a 0,8%.



32

Bactérias E. coli TOP10 foram preparadas com CaCl, para se tornarem quimiocompetentes.
Aproximadamente 50 ng de DNA plasmidial foram adicionados cuidadosamente em 10 pL
bactérias TOP10. A mistura foi mantida em gelo durante 30 minutos e, em seguida, submetida
a um choque térmico durante 90 segundos a 42°C e 60 segundos em banho de gelo.
Posteriormente, 800 pL de meio SOC foram adicionados e a suspensédo foi incubada a 37°C
por 45 minutos. Aliquotas das células transformadas foram semeadas em placas de &gar
Luria-Bertani (LB) contendo carbenicilina (100 pg/mL). As placas foram incubadas,

overnight a 37°C, para o crescimento das colénias recombinantes, que contém o inserto.

3.4.3. Expresséo de scFv

Cada colénia foi transferida e cultivada em uma placa deep well contendo 1 mL de
meio Superbroth (SB), carbenicilina (100 pg/mL) e 2% de glicose 2M (v/v). A placa foi
coberta com filme pléstico e incubada overnight sob agitacdo a 250 rpm e 37°C. Foram
transferidos 50 YL de cada clone bacteriano para uma nova placa contendo 1 mL de meio
SB/carbenicilina (100 pg/mL)/2% de glicose 2M (v/v) e incubados a 250 rpm a 37°C durante
4,5 horas. Ap0s a incubacdo a placa foi centrifugada a 3.700 rpm durante 15 minutos a 4°C e
0 pellet foi ressuspenso em 1,5 mL de meio SB/carbenicilina (100 pg/mL). A expressdo de
scFv soluvel foi induzida com isopropil B-D-tiogalactopiranosideo (IPTG) (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MI, EUA) a uma concentracdo final de 2,5 mM, overnight sob agitacdo a 250 rpm e
30°C. A placa deep well foi centrifugada a 3.700 rpm durante 15 minutos a 4°C. O
sobrenadante contendo o scFv sollvel foi transferido para outra placa de 96 pocos e
armazenado a 4°C. O volume remanescente da primeira placa foi centrifugado, e o pellet de

bactérias foi utilizado para a extracdo do DNA e posterior sequenciamento.

3.4.4. Analise da expressao e especificidade dos clones de scFv por ELISA

Para analise de expressdo de scFv, placas de microtitulagdo (Nunc MaxiSorp™,
eBioscience, San Diego, CA, EUA) foram sensibilizadas com as suspensdes dos 96 clones de
scFv em tampdo carbonato-bicarbonato 0,1M (pH 9,6) e posteriormente bloqueadas. Para
analise da especificidade dos clones de scFv, proteinas totais de S. venezuelensis foram
sensibilizadas nas placas a 10 pg/mL em tampao carbonato-bicarbonato 0,1M (pH 9,6),
bloqueadas e adicionadas da suspensdo dos 96 clones de scFv. Em ambas placas, o bloqueio

dos sitios inespecificos foi realizado com PBST/BSA 5%. Adicionou-se 50 pL de anti-
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HA/peroxidase (1:1000) (Roche, Basel, Suica) diluido em PBS/BSA 5% e as rea¢fes foram
reveladas pela adi¢do do substrato a 0,012% (v/v) (H,O, a 30%) e cromdgeno a 0,04% (p/v)
(CsHa(NH,),, orto-fenilenodiamina, OPD) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MI, EUA) em tampéo
citrato fosfato (0,1M; pH 5,0) por 15 minutos. As etapas de bloqueio e conjugado foram
realizadas a 37°C por 45 minutos e entre cada etapa realizou-se trés lavagens com PBST por 5
minutos. A reacdo foi interrompida com a adicdo de H,SO,4 2N e a leitura realizada a 492 nm
em leitora de ELISA Titertek Multiscan (Flow Laboratories, Rockville, MD, EUA). Como
controle negativo da especificidade, foi utilizado um clone de scFv irrelevante, selecionado
frente a proteina recombinante do capsideo do virus suino Porcine circovirus 2, utilizando a

mesma biblioteca.
3.4.5. Sequenciamento de DNA

Para a reacdo de sequenciamento foi utilizado o pellet de bactérias previamente
separado (item 3.4.3.). As reacdes foram realizadas de acordo com o kit DyEnamic ET Dye
Terminator Cycle Sequencing (GE Healthcare Life Sciences, Waukesha, W1, EUA). Foram
utilizados os seguintes primers: MMB4 (5’- GCT TCC GGC TCG TAT GTT GTG T-3’) para
a cadeia leve e MMBS5 (5°-CGT TTG CCA TCT TTT CAT AAT C-3’) para a cadeia pesada,
em um volume final de 10 pL. As amostras foram submetidas ao sequenciador MegaBace ™

1000 Genetic Analyzer (Amersham Biosciences, Pittsburgh, PA, EUA).
3.4.6. Analise de bioinformatica

As sequéncias foram analisadas pelo IgBLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/igblast)
para identificacdo das cadeias leve e pesada das moléculas de scFv, assim como de suas
regides conservadas (framework regions, FRs) e variaveis (complementarity determining
regions, CDRs). As sequéncias de aminoacidos deduzidas foram submetidas aos programas
de bioinformatica raptor-x (http://raptorx.uchicago.edu/) para obtencdo da estrutura 3D da
molécula de scFv, em formato pdb, e PyMOL (http://www.pymol.org/) para selecionar as

regides conservadas e variaveis do scFv.
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3.5. Caracterizacao da proteina de Strongyloides venezuelensis na qual o scFv se liga por

pull-down assay, imunofluorescéncia e espectrometria de massas

3.5.1. Producédo de clone de scFv em maior escala e purificacdo por cromatografia

liquida de alta eficiéncia (high-performance liquid chromatography, HPLC)

A expressédo do clone de scFv foi induzida como descrito no item 3.4.3, para producao
em maior escala (1000 mL). Ap6s producdo, o sobrenadante contendo o scFv foi purificado
por cromatografia de afinidade utilizando a coluna HisTrap™ HP (GE Healthcare Life
Sciences, Waukesha, WI, EUA), de acordo com as instru¢bes do fabricante, em sistema
HPLC (AKTA™ purifier, GE Healthcare Life Sciences). Apés imobilizacdo de niquel na
coluna e da adicdo de tampdo de ligacdo (Imidazol 50mM, NaCl 0,5M, Na,HPO, 20mM, pH
7,4), adicionou-se o sobrenadante da cultura de bactérias, obtido apds centrifugacdo e
filtracdo. As moléculas de scFv ligadas ao niquel pela cauda de hexa-histidina (Hisg) foram
eluidas por competicdo com tampdo de eluicdo (Imidazol 500mM, NaCl 0,5M, Na,HPO,
20mM, pH 7,4). O scFv purificado foi concentrado utilizando tubo Amicon de 10 kDa
(Millipore, Billerica, MA, EUA) e a concentracdo proteica foi determinada utilizando kit
BCA™ (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, EUA).

3.5.2. Dot blot do scFv purificado

O ensaio Dot blot foi realizado adicionando-se 10 pL de scFv purificado a tiras de
membrana de nitrocelulose 0,45 UM (GE Healthcare Life Sciences, Waukesha, W1, EUA).
Apdbs secagem a TA, a membrana foi bloqgueada com PBS/BSA 5% por 1 hora a TA. Lavou-
se a membrana trés vezes em PBST. Adicionou-se anticorpo secundéario anti-HA/peroxidase
(Roche, Basel, Suiga), diluido a 1:1000 em PBS/BSA 5% e incubou-se por 1 hora a TA, sob
agitacdo. Apos lavagens com PBST, a reagdo foi revelada pela adigdo do substrato DAB (3,3'-
diaminobenzidina) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MI, EUA).
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3.5.3. Pull-down assay

Nesse ensaio utilizou-se beads anti-His (mAb Mag Beads, GenScript Transforming
Biology Research, Piscataway, NJ, EUA), que possuem anticorpos anti-histidina acoplados na
sua superficie capazes de se ligarem a cauda de histidina (Hisg) do scFv. O procedimento foi
realizado de acordo com as instrucGes do fabricante. A 100 pL de beads foram adicionados
100 pL de scFv (100ug/mL) por 1 hora a TA em tampao de ligagdo/lavagem (Na,HPO,
20mM, NaCl 0,15M, pH 7,4). Apos lavagens sucessivas, foram adicionados 100 pL de
proteinas totais de S. venezuelensis (1000 pg/mL) em tampé&o de ligacdo/lavagem e incubados
por 1 hora a TA. Apds trés lavagens, adicionou-se 20 pL de tampdo de amostra (Tris-HCI 100
mM, pH6,8, SDS 4%, azul de bromofenol 0,2% e glicerol 20%) e incubou-se a 100°C durante
5 minutos. Os ligantes foram eluidos das beads com a utilizacdo de aparato magnético
DynaMag-2 e o sobrenadante foi submetido em gel de SDS-PAGE 15%, em condicdes
desnaturantes e ndo redutoras (LAEMMLI, 1970). As bandas proteicas foram visualizadas por
coloracdo com nitrato de prata de acordo com a metodologia descrita por Friedman et al.
(1982). A analise do gel foi realizada pelo programa Image J versao 1.44 (National Institute of
Health, Bethesda, MD, EUA).

3.5.4. Imunofluorescéncia (Immunofluorescence antibody test, IFAT)

Larvas L3 de S. venezuelensis foram adicionadas de Tissue-Tek (Tissue Freezing
Medium, Durham, NC, EUA) e congeladas a -70°C. Secdes de 2 pum de espessura foram
cortadas utilizando criomicrotomo. Os cortes foram aderidos em lamina de microscopio e
mantidos 30 minutos a TA. Aos cortes foram adicionados 20 pL de scFv (750 pg/mL) e
incubou-se a 37°C por 1 hora, em camara Umida. Os cortes foram lavados com PBS e
incubados com anticorpo anti-HA/isotiocianato de fluoresceina (FITC) (1:1000) diluido em
azul de Evans 2%, por 40 minutos a 37°C. Apo0s trés lavagens com PBS, as laminas foram
montadas com laminulas utilizando glicerina/PBS (pH 9,0). As imagens foram obtidas
utilizando microscopio confocal LSM 510 Meta (Carl Zeiss, Oberkochen, BW, Alemanha).
Cortes de metacestodeo de Taenia solium foram utilizados para controle negativo de

marcagéo.
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3.5.5. Espectrometria de Massas (CID-MS/MS)

Para espectrometria de massas realizou-se primeiramente uma hidrolise tripsinica da
banda de interesse (~65kDa). A banda, previamente submetida ao gel de SDS-PAGE 15% e
corada por Coomassie Blue coloidal 2% (Coomassie Blue G-250), foi cortada e submetida a
lavagens sucessivas com acetonitrila 50%/bicarbonato de aménio 0,1M (NH4HCO3), até seu
total descoramento. A banda foi lavada com acetonitrila pura e posteriormente seca em Speed
vac. Adicionou-se sobre a banda 10 pL de tripsina modificada (100 pug/mL) (sequencing
grade, Promega, Fitchburg, WI, EUA) em 30 pL de NH;HCO; 0,1M. Aguardou-se 15
minutos, adicionou-se NH;HCO3; 0,1M em volume suficiente para cobrir a banda e incubou-
se a 37°C por 24 horas. A reacéo foi interrompida com 5 pL de &cido férmico 5% e a banda
foi mantida a TA por 30 minutos para extracdo dos peptideos. A solucdo, contendo 0s
peptideos, foi submetida a dessalinizagdo utilizando ponteira micro-tip contendo resina de
fase reversa (POROS R2, Applied Biosystems, Carlsbad, CA, EUA) previamente ativada com
metanol e equilibrada com acido formico 0,2%. A amostra foi adicionada e dessalinizada trés
vezes com 100 pL de acido formico a 0,2%. Os peptideos foram eluidos da resina com 30 pL
de uma solucdo de metanol a 60% e acido formico 5%. Nesse solvente a amostra foi
submetida a analise em um espectrdmetro de massas do tipo eletrospray triplo-quadrupolo
(Quiattro 11, Micromass, Manchester, Reino Unido), para obtencéo dos espectros CID-MS/MS
(PRANCHEVICIUS et al., 2012).

3.5.6. Analise de bioinforméatica

As sequéncias dos fragmentos de peptideos obtidos no item anterior foram submetidas
e analisadas pelo BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) em relagdo a sua
similaridade com proteinas de Strongyloides sp. (taxid: 6247). Apds a identificacdo da
proteina com maior similaridade em relacdo ao e-value, a proteina foi submetida a programas
de bioinformatica. A estrutura 3D da proteina, em formato pdb, foi obtida pelo programa
raptor-x (http://raptorx.uchicago.edu/). Para a identificacdo das possiveis regides de ligacéo
entre a proteina e o scFv realizou-se um docking (http://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/PatchDock/).
Apos selecdo da estrutura proteina-scFv mais estavel, suas regides foram selecionadas e

delimitadas com o auxilio do programa PyMOL (http://www.pymol.org/).
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3.6. Verificacdo da capacidade do scFv em detectar imunocomplexos por enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA), citometria de fluxo com beads epoxy e ressonancia

plasmonica de superficie

3.6.1. Amostras de soro

Pool de soros humanos foram analisados e divididos em 3 grupos:

» Pool 1 (P1): 10 pL de cada uma das 40 amostras de soro de individuos com
diagndstico parasitolégico confirmado para estrongiloidiase;
» Pool 2 (P2): 10 pL de cada uma das 44 amostras de soro de individuos com

diagndstico parasitoldgico confirmado para outras parasitoses;

» Pool 3 (P3): 10 pL de cada uma das 40 amostras de soro de individuos saudaveis.

Todas as amostras de soro foram obtidas de individuos provenientes de areas
endémicas para estrongiloidiase humana e submetidos a exames parasitologicos de fezes pelos
métodos de Baermann (1919) e Lutz (1917), realizados com trés amostras de cada individuo,

para a identificacdo do parasito.

As metodologias a seguir foram realizadas em duplicata e correspondem as melhores
condicgdes de placas, beads e eletrodo, assim como as melhores diluicdes de scFv, soros e

conjugados.

3.6.2. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

Placas de microtitulacdo de alta afinidade (Nunc MaxiSorp™, eBioscience, San
Diego, CA, EUA) foram incubadas com 50 pL de scFv (10 pg/mL) em tampéo carbonato-
bicarbonato de sodio 0,06 M (pH 9,6), overnight a 4°C. As placas foram lavadas trés vezes
por 5 minutos com PBST e blogueadas com PBST/BSA 5%. Adicionou-se 50 pL do pool de
soros (1:50) e, posteriormente, 50 puL de anti-lgG humano/peroxidase (1:10.000), ambos
diluidos em PBS/BSA 5%. As etapas de bloqueio, soro e conjugado foram realizadas a 37°C

por 45 minutos e entre cada uma das etapas foram realizadas trés lavagens com PBST por 5
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minutos. A reacdo foi revelada pela adicdo de OPD 0,04% (p/v) em tampéo citrato fosfato
0,1M (pH 5,0) e do substrato a 0,012% (v/v) (H,O, 30%). As placas foram incubadas durante
15 minutos TA e a reacdo foi interrompida pela adicdo de 25 pL de H,SO4 2N. As densidades
Oticas foram obtidas a 492 nm em leitor de ELISA Titertek Multiscan (Flow Laboratories,
Rockville, MD, EUA).

3.6.3. Citometria de fluxo com beads epoxy

Beads epoxy magnéticos (Dynabeads M270 Epoxy, Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA)
foram lavados trés vezes em tampao fosfato 0,1M (pH 7,4) com o auxilio de um aparato
magnético DynaMag-2. A 10 pL de beads magnéticos (2x10’ beads) adicionou-se 100 pL de
scFv (750 pg/mL) e solucdo de sulfato de amonio 3M/tampéo fosfato 1,2M (pH 7,4) na
proporcdo de 3:1 para acoplar as moléculas de scFv as beads. Incubou-se overnight a 4°C sob
agitacdo. As beads foram bloqueadas com PBS/BSA 5%. Adicionou-se 100 pL do pool de
soros (1:50) e posteriormente 100 pL de anti-lgG humano/FITC (1:200) diluidos em
PBS/BSA 5%. As etapas de bloqueio e soro foram realizadas por 45 minutos a TA e entre
todas as etapas foram realizadas trés lavagens com PBST por 5 minutos. As beads (10.000
eventos/amostra) foram analisadas por citometria de fluxo (BM Accury™ C6, BD
Biosciences, San Diego, CA, EUA) apds prévia analise em microscopio de fluorescéncia
(AMG EVOS fl, Cell Imaging System, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, EUA).

3.6.4. Ressonancia plasmonica de superficie (surface plasmon resonance, SPR)

Um eletrodo de ouro foi preparado utilizando “solugdo piranha” que compreende uma
solucdo de H,SO, PA e H,O, PA na proporcdo de 3:1, para retirada de possiveis
contaminantes. Todas as etapas foram realizadas utilizando equipamento de ressonancia
plasmonica de superficie (Metrohm, Autolab B.V., Utrecht, Holanda). O eletrodo foi acoplado
no equipamento e apos duas lavagens em tampéo fosfato 0,AM (pH 7,4), adicionou-se 100 pL
de scFv (10 pg/mL). O eletrodo foi bloqueado com caseina 1% e adicionou-se 100 pL do
pool de soros (1:10). Todo o processo foi realizado a temperatura de 35°C; as etapas de ScFv,
bloqueio e soro foram realizadas por 30 minutos e entre todas as etapas foram realizadas duas
lavagens em tampéo fosfato seguidas por 30 minutos em tampéo fosfato até a obtencdo da

linha de base.
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3.7. Determinacdo da acurdcia diagnostica do ELISA na deteccdo soroldgica de

imunocomplexos

3.7.1. Amostras de soro

Amostras de soro de 124 individuos foram analisadas e divididas em 3 grupos:

» Grupo 1 (G1): 40 amostras de soro de individuos com diagndstico parasitologico

confirmado para estrongiloidiase;

» Grupo 2 (G2): 44 amostras de soro de individuos com diagnostico parasitoldgico

confirmado para outras parasitoses, sendo:

o

o

o

(©]

(@]

Ascaris lumbricoides (n = 8)
Ancilostomideos (n=7)
Enterobius vermicularis (n = 5)
Trichuris trichiura (n = 5)
Schistosoma mansoni (n = 4)
Hymenolepis nana (n = 4)
Taenia sp. (n = 6)

Giardia lamblia (n = 5)

» Grupo 3 (G3) : 40 amostras de soro de individuos saudaveis.

Todas as amostras de soro foram obtidas de individuos provenientes de areas

endémicas para estrongiloidiase humana e submetidos a exames parasitologicos de fezes pelos

métodos de Baermann (1919) e Lutz (1917), realizados com trés amostras de cada individuo,

para a identificacdo do parasito.

3.7.2. ELISA

Placas de microtitulacdo de alta afinidade (Nunc MaxiSorp™, eBioscience, San

Diego, CA, EUA) foram incubadas com 50 pL de scFv (10 pg/mL) em tampéo carbonato-

bicarbonato de sodio 0,06 M (pH 9,6), overnight a 4°C. As placas foram lavadas trés vezes

por 5 minutos com PBST e blogueadas com PBST/BSA 5% por 45 minutos a 37°C. As
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amostras de soro foram diluidas a 1:50 em PBST e adicionadas aos pocos. As placas foram
incubadas por 45 minutos a 37°C. Apos trés lavagens com PBST por 5 minutos, adicionou-se
anti-lgG humano/peroxidase (1:10000) diluido em PBS/BSA 5%. As placas foram incubadas
por 45 minutos a 37°C. Apos trés lavagens com PBST por 5 minutos, a reacdo foi revelada
pela adicdo do orto-fenilenodiamina (OPD) diluido em tampao citrato-fosfato 0,1M (pH 5,0) e
H,0O, 30%. As placas foram incubadas por 15 minutos TA e a reacdo foi interrompida pela
adicdo de H,SO,4 2N. As densidades oticas foram determinadas a 492 nm em leitor de ELISA
Titertek Multiscan (Flow Laboratories, Rockville, MD, EUA).

3.7.3. Andlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando GraphPad Prism 5.0 (GraphPad
Software Inc, San Diego, CA, EUA). A comparacgdo entre os grupos foi realizada pelo teste
one-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey.

Os melhores pardmetros de diagndstico foram determinados pela two-graph receiver
operating characteristic (TG-ROC) e receiver operating characteristic (ROC) (GREINER et
al., 1995).

O 6timo ponto de corte (cut-off) foi determinado pela TG-ROC. O indice de
reatividade (IR) foi obtido através da férmula: DO/cut-off. Valores de IR > 1 foram
considerados positivos.

Os valores de sensibilidade (Se), especificidade (Es) e likelihood ratio + (LR+) ou
razdo de probabilidade positivo foram obtidos de acordo com Sopelete (2005), pelas formulas:

Se (%) = VP x 100/ (VP + FN); (VP: verdadeiro positivo; FN: falso negativo)
Es (%) = VN x 100/ (VN + FP); (VN: verdadeiro negativo; FP: falso positivo)
LR+=Se/(1-Es).

LR+ > 10 indica grande probabilidade de um individuo com estrongiloidiase ter um
resultado positivo em relagdo a um individuo sem a parasitose (SOPELETE, 2005).

A acurécia diagnostica do método foi determinada pela area under ROC curve (AUC)
ou area sob a curva da curva ROC. Valores de AUC proximos a 1 indicam um teste eficiente;
valores entre 0,7-0,9 indicam um teste moderadamente eficiente (SOPELETE, 2005).

Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significantes e intervalos de
confianca de 95% foram estabelecidos para os calculos estatisticos de Se, Es e AUC.
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4. RESULTADOS

4.1. Selecéo, sequenciamento de DNA, purificacdo por HPLC e Dot blot de scFv

Ap0s dois ciclos de selecao verificou-se a eficiéncia do processo na selecdo de clones
de scFv especificos a proteinas totais de S. venezuelensis. Os resultados demonstraram que
quatro, dos 96 clones analisados, expressaram scFv que se ligaram a proteinas totais S.
venezuelensis por ELISA. Esses clones foram denominados A4, B4, H2 e H3 (Fig. 3).

Il Exvressdo de scFv

Reatividade de scFv contra proteinas
totais de Strongyloides venezuelensis
1- I
0- ) T Il T
A4 B4 H2 H3 Ir

Figura 3. ELISA de expresséo e reatividade a proteinas totais de Strongyloides venezuelensis do sobrenadante

Densidade ética a 492nm

de cultura dos clones induzidos por IPTG, apds transformacdo em E. coli TOP 10. Dos 96 clones analisados, 4

(A4, B4, H2 e H3) foram expressos e reativos a proteinas totais do parasito. Ir: scFv irrelevante.

Para caracterizacdo estrutural das moléculas de scFv selecionadas, as sequéncias de
nucleotideos obtidas pela reacdo de sequenciamento foram submetidas ao programa IgBLAST
para a obtencdo da sequéncia de aminoacidos e posterior identificagdo de moléculas de scFv
por meio de suas cadeias leve (VL) e pesada (VH), bem como de suas regides conservadas
(FR1, FR2 e FR3) e variaveis (CDR1, CDR2 e CDR3). As analises demonstraram que 0S
guatro clones apresentavam a mesma sequéncia de aminoacidos. Essa sequéncia foi
submetida aos programas raptor-x e PyMOL para obtengdo da estrutura 3D e selecdo das

regides de CDR, respectivamente (Fig. 4A e B).
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C — <cade CDR1 CDR2 CDR3
VL RSSQSLLHSNGYLD LGSNRAS MQALQTPPITFGQGTRLE
VH SGNWWS EIYHNGRANYNPSLKG  GYSYGGPLDIWGPGTMVIVS

Figura 4. Estrutura 3D do scFv selecionado (A), analisada pelo programa PyMOL, e demonstracdo do sitio de

ligacdo ao antigeno (B). CDR: regides variaveis; VL e VH: cadeias leve e pesada, respectivamente. As

sequéncias dedu

zidas de aminoacidos das regides varidveis (CDR) podem ser visualizadas em (C).

O clone selecionado foi submetido a producdo em grande escala e ao processo de

purificacdo em HPLC utilizando coluna His-Trap. Destaca-se o pico de eluicdo das moléculas

de scFv (Fig.

5A). O eluato foi concentrado em tubos Amicon 10kDa e ao final do processo

obteve-se 2 mL (750 pug/mL) de moléculas de scFv. O ensaio dot blot confirmou a expressao

e eficiéncia do processo de purificagdo das moléculas de scFv (Fig. 5B).
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Eluigdo das moléculas de scFv
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L L B
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Adigdo do sobrenadante
apos expressédo

1: Controle positivo: anti-HA / peroxidase + DAB

2: Amostra: scFv purificado + anti-HA / peroxidase + DAB

3: Controle negativo: PBS / BSA 5% + anti-HA / peroxidase + DAB

Figura 5. Curva de purificacdo do sobrenadante de scFv por HPLC (A) e ensaio dot blot do scFv purificado (B).
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4.2. Pull down assay, Imunofluorescéncia (Immunofluorescence antibody test, IFAT) e
Espectrometria de Massas (CID-MS/MS)

Os ensaios pull down, IFAT e CID-MS/MS foram realizados para a identificacdo e
caracterizacdo da proteina do extrato total de S. venezuelesis na qual o scFv se ligou. O gel de
SDS-PAGE 15% corado pelo nitrato de prata demonstrou, apds pull down assay, que 0 scFv
purificado (~29kDa) se ligou a uma fracdo antigénica de ~65kDa de S. venezuelesis (Fig. 6A),
que estd presente no corpo e sistema digestivo da larva infectante (L3), especificamente
intestino (Fig. 6B) e esdfago (Fig. 6C), como demonstrado por IFAT. Metacestédeo de
Taenia solium demonstrou auséncia de marcacao (Fig. 6D).

PM PtS.v. PtS.v.!/ scFv purificado Sobrenadante de cultura de
A kDa scFv purificado E. coliTOP10 apds expressao

170/130 >
100 =
70 L
55 o
0 .
=
25 . P i

\ VIV, /

Figura 6. Identificacdo e caracterizacdo da fracdo antigénica de Strongyloides venezuelensis na qual o scFv se
ligou. Perfis eletroforéticos por SDS-PAGE 15% corado pelo nitrato de prata, apés pull down assay, e analisados
pelo programa Image J (A). Perfil de marcacéo do scFv no corpo e sistema digestivo, especificamente intestino
(B - seta) e esdfago (C - seta), em larvas infectantes (L3) de S. venezuelensis por imunofluorescéncia, utilizando
conjugado anti-HA/FITC. Metacestodeo de Taenia solium foi utilizado para controle negativo de marcacéo (D).

PM: padrédo de peso molecular em kilodaltons (kDa); Pt S. v: proteinas totais de S. venezuelensis.
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A fracdo antigénica de ~65kDa foi corada com Coomassie coloidal, tripsinizada e
caracterizada por espectrometria de massas (CID-MS/MS). Os resultados avaliados pelo
BLAST demonstraram alta similaridade dessa fracdo antigénica com heat shock protein 60
(HSP60) de Strongyloides sp. Foi realizado um docking da proteina em questdo com a
molécula de scFv para determinar possiveis regifes de ligacdo. O programa disponibilizou 10
possibilidades de ligacdo entre as duas moléculas em relacdo a sua maior estabilidade
conformacional, ou seja, de menor entropia. A estrutura 3D de scFv/HSP60 de maior
estabilidade foi submetida e analisada pelo programa PyMOL. Observou-se que as regides de
CDR, que sdo responsaveis pela ligagdo antigeno-anticorpo, estdo fortemente associadas a
molécula HSP60 (Fig. 7A, B e C) e uma anélise no sitio de ligagdo demonstrou que somente a
CDR2 da cadeia leve ndo possui aminoacidos ligantes a HSP60 (Fig. 7D). Destaca-se ainda

que 25% das interacdes foram realizadas pelo aminoéacido serina (S).

E Cadeia CDRI1 CDR2 CDR3
VL —SQS-—HSN-Y— E— QT PP—————e
VH Y p— ----YHN--R------NPS--K-- —--SY

Figura 7. Estrutura 3D da interagdo scFv/HSP60 analisada pelo programa PyMOL. As estruturas demonstram as
regides de CDR do scFv associadas a HPS60 (A), a marcagdo dos locais de ligagdo do scFV a HSP60 (B) e
interacdo dos aminoacidos das regies de CDR a HSP60, de visualizacdo frontal (C) e apical (D). Os

aminoacidos das regides varidveis (CDR) que se ligam a HSP60 podem ser visualizados em (E).
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4.3. ELISA, citometria de fluxo com beads epoxy e ressonancia plasmonica de superficie
(surface plasmon resonance, SPR)

As metodologias de ELISA, citometria de fluxo com beads epoxy e SPR foram
realizadas com o objetivo de verificar a capacidade do scFv em detectar imunocomplexos em
pool de soros de individuos positivos para estrongiloidiase e discriminar de pool de soros
positivos para outras parasitoses e pool de soros de individuos saudaveis. O scFv demonstrou
ser eficiente na deteccdo soroldgica de imunocomplexos em pool de soros de individuos com

estrongiloidiase, em relacdo as outras amostras de pool, utilizando as trés metodologias.

Pelo método ELISA pbde-se verificar as diferencas nas densidades oticas (492 nm) ao
se utilizar scFv sensibilizado em placas de microtitulagdo para detectar imunocomplexos em

diferentes pool de soros (Fig. 8).

| B Pool de soros positivos para estrongiloidiase humana (P1)

1 B Pool de soros positivos para outras parasitoses (P2)

B Pool de soros de individuos aparentemente saudaveis (P3)

Densidade otica a 492nm

Pl P2 P3

Figura 8. ELISA utilizando scFv para deteccdo de imunocomplexos em pool de soros. A reacdo foi revelada
com anti-lIgG humana/peroxidase. Dados sdo expressos como média + desvio padrdo (n=2) e sdo representativos

de dois experimentos independentes com resultados similares. *p<0,05.
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A citometria de fluxo foi precedida pela imunofluorescéncia das beads. Os resultados
por microscopia de fluorescéncia possibilitaram visualizar a diferenga de marcagéo das beads
de acordo com o pool de soros utilizado: positivos para estrongiloidiase (Fig. 9A), positivos
para outras parasitoses (Fig. 9B) e saudaveis (Fig. 9C). Como controle negativo foram

utilizadas beads acopladas com scFv e adicionadas de anti-lgG humana/FITC (Fig. 9D).

Figura 9. Deteccdo de imunocomplexos por imunofluorescéncia, utilizando beads epoxy previamente acoplados

com scFv e pool de soros positivos para estrongiloidiase humana (A) e outras parasitoses (B) e pool de soros de
individuos saudaveis (C), marcadas com anti-lgG humana/FITC. Como controle negativo foram utilizadas beads

acopladas com scFv e adicionadas de anti-lgG humana/FITC (D). Barra: 200um.

Posteriormente, esse resultado péde ser visualizado e confirmado por citometria de
fluxo (Fig. 10A). Observa-se a diferenca significativa na intensidade de fluorescéncia das

beads, de acordo com o pool de soros utilizado (Fig. 10B).
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Figura 10. Citometria de fluxo com beads previamente acopladas com scFv e adicionadas de pool de soros (A) e
intensidade de fluorescéncia de cada ensaio (B). Marcacdo com anti-lgG humana/FITC. Dados sdo expressos
como média + desvio padrdo (n=2) e sdo representativos de dois experimentos independentes com resultados

similares. Count: contagem das beads (10.000 eventos); CN: controle negativo. *p<0,05.
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Pela SPR pode-se observar a eficiéncia de todo o processo: desde a imobilizagdo do
scFv ao eletrodo de ouro (1), bem como as etapas de blogueio (2), adi¢do de soros (3),
lavagens (*) (Fig. 11A). O resultado final do processo demonstra a diferenca significativa na

variacdo da resposta do SPR, de acordo com o pool de soros utilizado (Fig. 11B).
A -

*
i —  Pool de soros positivos para outras parasitoses (P2) k

——  Pool de soros positivos para estrongiloidiase humana (P1)

1200 - = Pool de soros de individuos aparentemente saudaveis (P3)

Resposta do SPR
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Figura 11. Ressonancia plasmonica de superficie utilizando scFv para deteccdo de imunocomplexos em pool de

soros (A) e variagdo entre o resultado final e o inicio da imobilizacdo de cada pool de soros (B). O eletrodo de
ouro foi imobilizado com as moléculas de scFv (1), bloqueado com caseina 1% (2) e as amostras de pool de
soros foram adicionadas (3). (*) etapas de lavagens em tampdo fosfato. Dados sdo expressos como média +

desvio padrdo (n=2) e sdo representativos de dois experimentos independentes com resultados similares.
*p<0,05.
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As caracteristicas gerais dos métodos utilizados e a andlise do custo-beneficio para
validagédo da capacidade do scFv em detectar imunocomplexos utilizando 124 amostras de

soro em duplicata, podem ser visualizadas nas Tabela 1 e 2, respectivamente.

Tabela 1. Caracteristicas gerais dos métodos para verificar a capacidade do scFv em detectar
imunocomplexos utilizando pool de soros.

ELISA Citometria de Fluxo SPR
Material para 6 pocos de 1 placa de 60 pL beads 1 eletrodo de ouro
imobilizacdo microtitulacéo magnéticos (12x10")
Imobilizagdo do 18 h 18 h 30 min
sckv
Bloqueio 45 min 45 min 30 min
Amostras de soro 45 min 45 min 30 min
Conjugado 45 min 45 min NA
Tempo total entre 1h 1h 1 he 30 min
as etapas
Tempo total sem 3hel5min 3hel5min 2 he30min
imobilizacdo
Equipamento para Espectrofotometro Citdmetro SPR
anélise

NA: ndo se aplica; ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay; SPR: surface plasmon

resonance.

Tabela 2. Analise do custo-beneficio dos métodos para validacdo do teste em duplicata,
utilizando 124 amostras de soro.

ELISA Citometria de Fluxo SPR
Material para ~2,5 placas de ~2,48x10™ beads ~14 eletrodos de
imobilizacao microtitulacéo ouro
Custo de reagentes ~$15.000 ~$35.000 ~$200.000
e equipamento
Avaliacéo do custo- Muito viavel Viavel, se realizado Inviavel
beneficio em placa

NA: ndo se aplica; ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay; SPR: surface plasmon

resonance.
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4.4. ELISA com 124 amostras de soro

O scFv foi imobilizado em placas de microtitulacdo de alta afinidade para a deteccdo
soroldgica de imunocomplexos. Pela curva TG-ROC obteve-se 0 melhor ponto de corte do
método (0,7175) (Fig. 12A). Os dados do indice de reatividade demonstraram a discriminacdo
entre soros de individuos positivos para S. stercoralis (G1) em relacdo as amostras de soro de
individuos positivos para outras parasitoses (G2) e saudaveis (G3) (Fig. 12B). Os resultados
de sensibilidade e especificidade foram de 97,50% e 98,81%, respectivamente. O desempenho
do teste foi demonstrado pelos resultados de AUC (0,9993) e LR+ (81,90) (Fig. 12C).
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Figura 12. Método de ELISA utilizando scFv para deteccdo de imunocomplexos em amostras de soros. (A) TG-
ROC indicando o ponto de corte do método (cut-off). (B) Indice de reatividade das amostras de soros de
individuos com estrongiloidiase (G1; n= 40), com outras parasitoses (G2; n= 44) e saudaveis (G3; n= 40). (C)
Curva ROC indicando sensibilidade (Se), especificidade (Es), area sob a curva (area under curve; AUC) e razdo

de probabilidade positivo (likelihood ratio +; LR+). A linha tracejada indica o limiar do indice de reatividade.
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5. DISCUSSAO

A estrongiloidiase humana € uma condicdo negligenciada, pois apresenta dados de
prevaléncia subestimados. Isso de deve, principalmente, a dificuldades no diagndstico
parasitologico ocasionados pela liberacdo limitada e intermitente de larvas nas fezes, sendo
necessario a coleta de até sete amostras para se ter um método de elevada sensibilidade. Essa
falha no diagndstico parasitoldgico pode resultar na manutencdo do parasito por um longo
periodo no corpo humano ou levar a complicacbes da doengca como hiperinfeccdo e
disseminacdo, particularmente em individuos imunocomprometidos ou submetidos a fatores
imunossupressores (UPARANUKRAW et al., 1999; MARCOS et al., 2011, LEVENHAGEN;
COSTA-CRUZ, 2014).

Outras metodologias de diagndstico vém sendo descritas com o objetivo de detectar a
infeccdo pelo parasito. A técnica de reacdo em cadeia da polimerase (polymerase chain
reaction, PCR) tem apresentado elevada sensibilidade na deteccdo do DNA do parasito apos
processo de extracdo, utilizando fezes de individuos infectados. Entretanto, além do alto
custo, ha dificuldades inerentes a padronizacdo da técnica. Como alternativa, os métodos
imunolodgicos sdo aplicados rotineiramente devido a praticidade e disponibilidade dos
reagentes. Além disso, possibilitam a verificacdo da resposta imune do hospedeiro, bem como
sua aplicacdo em inquéritos soroepidemioldgicos. A técnica de ELISA apresenta como
vantagem em relacdo as outras técnicas imunoldgicas, a possibilidade de deteccdo de
imunocomplexos circulantes, que é indicativo de infecgdo ativa (LEVENHAGEN; COSTA-
CRUZ, 2014). A deteccdo de imunocomplexos ja havia sido empregada anteriormente para
outras importantes infeccdes como toxoplasmose (CHAVES-BORGES et al., 1999),
tuberculose (RAJA et al., 2004), leishmaniose (de CARVALHO et al., 2013) e dengue
(EMMERICH et al., 2014).

A limitacdo na deteccdo da producdo de larvas nas fezes, bem como a impossibilidade
de manutencdo do parasito in vivo, também dificulta a padronizacdo de testes sorolégicos que
utilizem antigenos de larvas filarioides de S. stercoralis. Desse modo, tornou-se conveniente a
padronizacdo e utilizacdo de antigenos heterélogos de S. cebus, S. ratti e S. venezuelensis,
devido a semelhanca de moléculas imunogénicas importantes no imunodiagnostico, como
proteinas de excrecdo/secrecdo. Entretanto, apesar da elevada sensibilidade, um dos maiores

problemas relatados no diagndstico imunolégico da estrongiloidiase humana se da pela
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frequente reacdo cruzada a outras infecgdes parasitarias, tornando-se fundamental a
elaboracéo de métodos mais especificos (LEVENHAGEN; COSTA-CRUZ, 2014).

O desenvolvimento de sitios funcionais de anticorpos como scFv, que sdo fragmentos
monoclonais de cadeia simples, permitiu a selecdo de moléculas de scFv expressos na
superficie de bacteriéfagos, frente a varios antigenos de interesse. As bibliotecas de scFv
consistem de varios dominios das cadeias leve e pesada, frequentemente fusionados a proteina
P11, presente no bacteriofago. Apos o processo de selecédo e infeccdo em E. coli, ha producéo
de moléculas de scFv soltveis em grande escala, com relativa rapidez. Estes fragmentos de
anticorpos podem representar uma ferramenta eficaz na elaboracdo de métodos de
diagnosticos mais especificos, sem a necessidade da utilizacdo da tecnologia de hibridoma
(WEISSER; HAL, 2009).

Neste estudo, clones de scFv foram selecionados, a partir de uma biblioteca
combinatorial, frente a proteinas totais de S. venezuelensis e posteriormente aplicados no
imunodiagnostico da estrongiloidiase humana. Os resultados do processo de biopanning
demonstraram que esse processo foi eficiente, com a sele¢do de quatro clones especificos, que
apresentaram a mesma sequéncia de aminoacidos, obtida apds analise da reacdo de
sequenciamento e submissdo ao programa IgBLAST. As anélises de bioinformatica
confirmaram a estrutura caracteristica da molécula de scFv através da identificacdo das
regides variaveis (complementarity determining regions; CDRs) e conservadas (framework
regions; FRs). Essas analises propiciaram ainda a caracterizagdo estrutural e melhor

observacao do sitio de ligacdo ao antigeno, da molécula de scFv.

Para a identificacdo e caracterizacdo da proteina de S. venezuelensis, na qual
moléculas de scFv se ligam, foi realizado o pull down assay, seguido por SDS-PAGE 15%,
ensaio de imunofluorescéncia e espectometria de massas. O gel de SDS-PAGE demonstrou
que as moléculas de scFv foram capazes de se ligar a uma fracdo antigénica de ~65kDa, a
partir do extrato total de S. venezuelensis, confirmando sua reatividade. A capacidade de
ligacdo das moléculas de scFv a essa proteina foi confirmado por IFAT, pois moléculas de
scFv se ligaram em regides do corpo e ao sistema digestivo da larva infectante, demonstrando
sua funcionalidade. Além disso, as moléculas de scFv ndo se ligaram a antigenos da forma
metacestodea de T. solium, indicando sua especificidade.

Os resultados de espectrometria de massas da fracdo antigénica de ~65kDa
demonstrou alta similaridade dessa fragdo a heat shock protein 60 (HSP60) de Strongyloides

sp., uma proteina de 64kDa, mitocondrial e citoplasmatica, com atividade de ligacdo ao ATP.
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Além da funcéo original da HSP60 como chaperona, acredita-se que essa proteina apresenta-
se fortemente associada a relacdo parasito-hospedeiro, uma vez que compreende um dos
importantes componentes de proteinas excretadas e secretadas (excreted/secreted proteins,
ESPs) pelo parasito (TAZIR, 2009). Anticorpos IgM produzidos frente a proteina
recombinante de HSP60 de S. ratti ja foram utilizados para fins imunoterapéuticos, em
modelos experimentais, demonstrando o potencial impacto da HSP60 na resposta imune do
hospedeiro (NOUIR et al., 2012). Uma analise no sitio de ligacdo da molécula de scFv a
HSP60 demonstrou que 25% das ligacdes foram realizadas pelo aminoacido serina. Birtalan et
al. (2008) demonstraram que regides varidveis ricas nos aminoacidos tirosina e serina podem

apresentar elevada afinidade e especificidade ao alvo.

A capacidade do scFv em detectar imunocomplexos em pool de soros de individuos
com estrongiloidiase foi verificada por ELISA, citometria de fluxo com beads epoxy e
ressonancia plasmoénica de superficie (surface plasmon resonance, SPR). Pelas trés técnicas
as moléculas de scFv foram capazes de detectar imunocomplexos em pool de soros de
individuos com estrongiloidiase e discriminar de pool de soro de individuos com outras
parasitoses e saudaveis. Pelo método de ELISA as moléculas de scFv foram sensibilizadas em
placas de microtitulagdo. A citometria de fluxo utilizando beads epoxy compreendeu um
método “dois em um”, uma vez que sua realizagdo foi precedida pela analise das beads em
microscopio de fluorescéncia, o que propiciou uma prévia do resultado, de acordo com a
diferenca de fluorescéncia das beads e o pool de soros utilizado. A técnica de SPR
proporcionou a visualizacdo em tempo real e demonstrou a eficiéncia de todas as etapas do
processo, desde a imobilizacdo do scFv ao eletrodo de ouro, bloqueio, adicdo de amostras,
etapas de lavagem e o resultado final, confirmando os resultados dos outros dois métodos;
além disso, ao contrario das outras técnicas, pela SPR ndo ha necessidade de utilizacdo de
anticorpos de deteccéo, podendo ser denominada de label-free.

A técnica de ELISA havia sido descrita para deteccdo de imunocomplexos, na
estrongiloidiase humana, entretanto utilizando um anticorpo policlonal produzido em modelo
experimental (GONCALVES et al., 2012). Por sua vez, ndo existem dados na literatura que
demonstram a utilizagdo da citometria de fluxo com beads epoxy para fins diagnosticos.
Entretanto, um método que utiliza beads acoplados com proteina A/G denominado de LIPS,
que analisa os resultados em luminémetro, ja foi aplicado na deteccdo de anticorpos em soro
de individuos com estrongiloidiase e demonstrou elevada eficacia (RAMANATHAN et al.,
2008; KROLEWIECKI et al., 2010). A técnica de SPR nunca havia sido empregada para o
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diagndstico da estrongiloidiase humana ou para a deteccdo de imunocomplexos. Um estudo
realizado recentemente demonstrou que essa técnica apresentou elevada eficacia na detec¢do
soroldgica de anticorpos IgM em individuos infectados pelo virus da dengue (JAHANSHANI
etal., 2014).

A andlise geral dos métodos demonstrou que a técnica de SPR foi a que demandou
menos tempo (2h e 30min). As técnicas de citometria de fluxo com beads epoxy e ELISA
demandaram mais tempo para sua realizacdo (3h e 15 min). Além disso, deve-se considerar
que nessas duas metodologias houve necessidade de imobilizacdo das moléculas de scFv por
18 horas. Desse modo, a técnica de SPR, como método de diagnostico para poucas amostras,
apresenta como vantagens o tempo e a praticidade. Entretanto, para a validagdo do método
utilizando 124 amostras de soro, a analise do custo-beneficio demonstrou que a técnica de
SPR é inviavel pelo custo dos eletrodos de ouro. A citometria de fluxo com beads epoxy
poderia ser viavel se realizada em placa, o que ndo foi possivel uma vez que o equipamento
ndo possuia suporte para placas. O método de ELISA demonstrou-se extremamente viavel
uma vez possibilitou a realizacdo do teste em duplicata, utilizando apenas 2,5 placas. Essas
caracteristicas sdo importantes e devem ser analisadas para a escolha de um método de

diagndstico de acordo com a demanda e 0s recursos tecnolégicos disponiveis em cada regiao.

Esse estudo foi realizado com o intuito de desenvolver uma estratégia de diagndstico e
os resultados demonstraram uma elevada eficiéncia de diagnostico do ELISA, utilizando
fragmentos de anticorpos (scFv) para a detecgdo de imunocomplexos em amostras de soro de
individuos com estrongiloidiase. Esta deteccdo € muito importante e Gtil para o diagndstico
soroldgico de estrongiloidiase humana em relacdo aos métodos que se baseiam na deteccdo de
anticorpos, porque os resultados positivos sdo indicativos de infeccdo, independentemente do
titulo de anticorpos no soro. Pela curva TG-ROC obteve-se o melhor ponto de corte para o
método. Os resultados demonstraram valores de sensibilidade e especificidade superiores a
97%. O resultado de LR+ (likelihood +; razdo de probabilidade positivo) demonstrou que o
método é capaz de detectar um resultado positivo para estrongiloidiase humana e diferenciar
de amostras de soro de individuos sem a parasitose. Apenas um resultado falso positivo foi
observado em um individuo positivo para Ascaris lumbricoides, indicando uma possivel
reacdo cruzada, no entanto, o indice de reatividade dos outros sete individuos positivos para
A. lumbricoides foi menor que 1, podendo indicar uma possivel co-infeccdo de ascaridiase e
estrongiloidiase ndo detectada pelo exame parasitoldgico. O resultado de AUC apresentou um

valor préximo ao valor maximo, conferindo ao método uma excelente acurécia diagnostica.
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Na literatura, existem até agora poucos estudos que empregam scFv no diagndstico de
doencas parasitarias. Os artigos mais recentes demonstraram sua importante aplicabilidade na
deteccdo de componentes antigénicos de superficie de S. mansoni (SEPULVEDA et al., 2010)
e na selecdo de antigenos para o diagndstico da neurocisticercose (RIBEIRO et al., 2013).
Além disso, existe apenas um estudo que realizou a deteccdo de imunocomplexos em
amostras de soro de individuos com estrongiloidiase por ELISA, no qual foram obtidos
indices de sensibilidade de 93,3% e especificidade de 86,1% (GONCALVES et al., 2012). No
entanto, ao contrario do estudo citado, o presente estudo utiliza uma metodologia que permitiu
a producdo in vitro de fragmentos de anticorpos monoclonais com elevada afinidade a
molécula alvo e, consequentemente, ndo se utiliza de modelos animais para a sua sintese,
reduzindo drasticamente o tempo necessario para sua obtencéo.

Este foi o primeiro estudo que utilizou scFv no diagnéstico da estrongiloidiase
humana. O método demonstrou ser eficiente na detec¢do de imunocomplexos em amostras de
soro, além de representar uma importante metodologia de diagndstico, uma vez que a
deteccdo de imunocomplexos é um indicativo de infeccdo ativa. O desenvolvimento de um
teste de diagndstico para a estrongiloidiase humana, inovador e com elevada acuracia, é de
grande importancia para a saude publica, principalmente devido a possibilidade de

cronificacdo e hiperinfeccédo, que pode levar a quadros graves, potencialmente fatais.
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6. CONCLUSOES

» Nesse estudo a tecnologia de Phage Display foi eficaz na selecdo de fragmentos de
anticorpos recombinantes (scFv) frente a proteinas totais de Strongyloides

venezuelensis;

» Analises por pull down assay, imunofluorescéncia e espectrometria de massa
auxiliaram na identificacdo da proteina HSP60 (heat shock protein 60) de S.
venezuelensis, na qual o scFv se liga, demonstrando a especificidade desse fragmento

de anticorpo;

» Ensaios de enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), citometria de fluxo com
beads epoxy e ressonancia plasménica de superficie demonstraram a capacidade do
scFv em detectar imunocomplexos em pool de soros de individuos com
estrongiloidiase e diferenciar de pool de soros de individuos com outras parasitoses e

individuos saudaveis;

» O ELISA apresentou elevada acuracia diagndstica na utilizacdo de scFv para detecgdo
de imunocomplexos em amostras de soro de individuos com estrongiloidiase humana,

representando uma metodologia nova e eficaz no imunodiagnostico dessa parasitose.
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