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RESUMO

Strongyloides stercoralis, nematddeo parasito intestinal, infecta milhdes de pessoas. A
reatividade cruzada é limitante para o imunodiagndstico e é atribuida a complexidade
dos preparados antigénicos e as glicoproteinas. Com o objetivo de aprimorar o
imunodiagnodstico da estrongiloidiase humana, este estudo avaliou fragdes antigénicas
heterdlogas obtidas de Strongyloides venezuelensis. O extrato salino (ES) de larvas
filarioides de S. venezuelensis foi fracionado por cromatografia de troca i6nica (resina
dietilaminoetil Sepharose — DEAE) nas fracGes DEAE S1 e DEAE S2 — que interagiu com a
resina ou de gel filtracdo (resina Sephacryl S-100) nas fracGes F1, F2, F3 e F4. Larvas
integras e ES foram tratados com metaperiodato de sddio (MP) para deglicosilacdo
quimica e verificagdo de alteragdes nos carboidratos. O ES e suas fra¢cdes foram avaliadas
em eletroforese unidimensional para caracterizacdo do perfil proteico e testados em
amostras de soro [pacientes com estrongiloidiase (G1), com outras infec¢Oes parasitdrias
(G2) e individuos saudaveis de area endémica (G3)] para deteccdo de IgG e subclasses
anti-Strongyloides por ELISA. Sensibilidade (Se), especificidade (Es), area under curve
(AUQ), likelihood ratio (LR), intermediate range (IR) e valid range proportion (VRP) foram
os parametros de diagndstico calculados. A identificacdo de proteinas de interesse
diagndstico por espectrometria de massa foi realizada apds sele¢do da fracdo por ELISA-
IgG. Os epitopos de células B foram preditos. DEAE S1 e DEAE S2 apresentaram perfis
proteicos complementares ao do ES, com enriquecimento de polipeptideos diferencial
(DEAE S1 —21 a < 15 kDa; DEAE S2 — 21 a 50 kDa). A fracdo DEAE S2 obteve elevado valor
diagndstico para a detecgdo de IgG (Se 92 %, Es 93 %, AUC 0,981, LR+ 10,75, LR- 0,09).
Larvas apresentaram marcacao modificada para localizacdo de carboidratos e no ES ndo
foram encontrados carboidratos apds MP. Os perfis eletroforéticos dos polipeptideos
foram semelhantes entre ES antes e apds a adicao de MP. Sensibilidade no ELISA atingiu
92,5 %, Es 94,6 %, LR+ 16,9 e LR- 0,08 para MP. Interacao significante entre subclasses de
IgG e extratos foi demonstrada para pacientes com estrongiloidiase (P = 0,02), com
reducdo nos niveis detectados. A fracdo F2 teve bandas marcadas nas regides de 13, 22,
25, 30, 33, 37, 45, 60, 70 e 140 kDa. Os valores de IR e VRP foram melhores para o teste
ELISA-F2 (IR 23; VRP 98,9 %). A média do indice ELISA (IE) no G1 foi maior para o ES,

quando comparado as fragdes F1-F4 (P < 0,0001), mas F2 manteve a porcentagem de
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amostras IgG-positivas (94 %). A reducdo do IE foi acompanhada da ndo deteccdo de IgG
em G2. No G3 apenas F2 mostrou reducdo de IE em relagdo ao ES (t = 7,020, P < 0,0001).
Foram selecionadas e excisadas as bandas de aproximadamente 60 e 33 kDa de regides
polipeptidicas de F2 no gel 1D para andlise por espectrometria de massas. Foram
consideradas com identificacdo confidvel trés proteinas homodlogas de Strongyloides
ratti: aspartic protease 4 (ASP-4), 14-3-3 zeta e heat shock protein 60 (HSP60). Concluiu-
se que (1) a fracdo DEAE S2 demonstrou ser fonte de peptideos sensiveis e especificos
para deteccdo de IgG no sorodiagndstico da estrongiloidiase humana, (2) a deglicosilacao
quimica do antigeno larval diminuiu a reatividade cruzada/ e os falsos positivos nos
grupos controle, demonstrando o papel dos residuos de carboidratos no reconhecimento
da IgG e suas subclasses anti-Strongyloides e (3) F2, obtida apds gel filtracdo, é composta
por proteinas imunodominantes que permitirdo a definicdo de epitopos para utilizacdo

em ensaios vacinais ou de diagnodstico da estrongiloidiase humana.

Palavras-chave: antigeno heterdlogo; cromatografia; espectrometria de massas;

glicoproteinas; Strongyloides stercoralis; sorodiagndstico.
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ABSTRACT

FRACTIONATION, CHEMICAL DEGLYCOSYLATION, PARTIAL CHARACTERIZATION AND
IDENTIFICATION OF Strongyloides venezuelensis ANTIGENIC FRACTIONS IN HUMAN
STRONGYLOIDIASIS IMMUNODIAGNOSIS

Strongyloides stercoralis, intestinal nematode parasite, infects millions of people. The
cross-reactivity in immunodiagnosis is credited to antigenic complexity and
glycoproteins. The aim of this study was to evaluate different heterologous antigenic
fractions in human strongyloidiasis immunodiagnosis. Saline extract (SE) of infective
larvae of S. venezuelensis was fractionated in ion exchange resin (diethylaminoethyl
Sepharose - DEAE; fractions named DEAE S1 and DEAE S2 - which interacted with the
resin) or gel filtration chromatography (Sephacryl S-100 resin) in F1, F2, F3 and F4. Larvae
and SE were treated with sodium metaperiodate (MP) for chemical deglycosylation and
verification of changes in carbohydrate content. SE and its fractions were evaluated in
one-dimensional electrophoresis to characterize the proteic profile and were tested in
serum samples [strongyloidiasis patients (G1), other parasitic infections (G2) and healthy
individuals from an endemic area (G3)] for IgG detection and its subclasses by ELISA.
Sensitivity (Se), specificity (Sp), area under curve (AUC), likelihood ratio (LR),
intermediate range (IR) and valid range proportion (VRP) were calculated as diagnostic
parameters. Protein identification by mass spectrometry was made after ELISA-IgG
selection. B cell epitope prediction was performed. DEAE S1 and S2 showed protein
profiles complementary to ES, with differential polypeptides (DEAE S1 - 21 to < 15 kDa;
DEAE S2 - 21 to 50 kDa). DEAE S2 fraction presented higher diagnostic parameters for IgG
detection (Se 92%, Sp 93%, AUC 0.981, LR+ 10.75, LR— 0.09). Larvae showed distinct
localization of carbohydrates and no carbohydrates were detected in SE after MP-
treatment. Electrophoretic profiles of polypeptides were similar between SE before and
after MP treatment. ELISA sensitivity reached 90 % for MP, Sp 94.6 %, LR+ 16.9, and LR—
0.08. Significant interaction between IgG subclasses and extracts was observed for
patients with strongyloidiasis (P = 0.02), i.e. reduction in detected levels. F2 gel filtration
fraction showed bands of 13, 22, 25, 30, 33, 37, 45, 60, 70 and 140 kDa regions. IR and
VRP values were better for ELISA-F2 (IR 23; VRP 98.9 %). ELISA index (El) median in G1

was higher for SE when compared to F1-F4 fraction (P < 0.0001), however the F2 retained
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IgG-positive samples (94%). The El reduction was accompanied by no detection of IgG
positive samples in G2 and only F2 showed El reduction in G3 compared to ES IE (t =
7.020, P < 0.0001). Bands 60 and approximately 33 kDa polypeptide regions from F2 were
selected and excised for mass spectrometry analysis. Three homologous proteins of S.
ratti were considered with reliable identification: aspartic protease 4 (ASP-4), 14-3-3 zeta
and heat shock protein 60 (HSP60). It was concluded that: (1) DEAE fraction S2 was a
sensitive and specific source of peptides for IgG detection in human strongyloidiasis
diagnosis, (2) chemical deglycosylation overcome cross-reactivity in the control groups,
demonstrating the role of carbohydrate residues in the recognition of anti-Strongyloides
IgG and its subclasses and (3) F2 obtained after gel filtration, is composed of
immunodominant proteins, which will allow definition of epitopes for vaccine protocols

and diagnostic assays in human strongyloidiasis.

Keywords: heterologous antigens; glycoproteins; chromatography; mass spectrometry;

Strongyloides stercoralis; serodiagnosis.



1. INTRODUCAO

1.1 Classificagao e morfologia do género Strongyloides

Espécies do género Strongyloides Grassi, 1879 ocorrem ndo sé na maioria dos
mamiferos, mas também em anfibios, aves e répteis (LEVINE, 1979). No género, encontram-
se parasitos de importancia médica e veterinaria. Atualmente, pertencem ao reino Metazoa,
filo Nematoda Potts, 1932, classe Chromadorea Inglis, 1983, ordem Rhabditida Chitwood,
1933, familia Strongyloididae Chitwood & Mcintosh, 1934 (DE LEY; BLAXTER, 2002).
Strongyloides inclui 52 espécies descritas, duas delas acometendo o intestino delgado do
homem: S. stercoralis Bavay, 1876, com distribuicdo cosmopolita, mas, principalmente, nas
regioes tropicais e subtropicais; e Strongyloides fuelleborni von Linstow, 1905 encontrado na
Africa, Filipinas e Ilhas de Nova Guiné, causando a estrongiloidiase ou anguilulose (SPEARE,

1989; PIRES; DREYER, 1993; GROVE, 1996).

Em murinos, citam-se Strongyloides ratti Sandground, 1925 e Strongyloides
venezuelensis Brumpt, 1934 como espécies de relevancia. Strongyloides venezuelensis foi
isolado de ratos silvestres e é mantido em roedores de laboratério como modelo
experimental para a estrongiloidiase humana e fonte de obtenc¢do de antigenos heterélogos,
utilizados no imunodiagndstico (COSTA-CRUZ et al.,, 1997, 2003; MACHADO et al., 2003,
2008b; NEGRAO-CORREA; TEIXEIRA, 2006; RODRIGUES et al., 2007, 2009; GONZAGA et al.,

2011a,b; GONCALVES et al., 2012).

As espécies de Strongyloides apresentam duas geracdes, uma de vida livre e
outra parasitaria, com dimorfismo sexual na primeira e a presenca de apenas fémeas na
segunda (MORAES, 1948). Seis formas evolutivas: fémeas partenogenética parasita e de vida
livre, macho de vida livre, ovos e larvas rabditoides e filarioides sdo distintas

morfologicamente (ANDERSON, 2000; COSTA-CRUZ, 2011).

A fémea partenogenética parasita tem aspecto filiforme, com a extremidade
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posterior afilada. A fémea de S. stercoralis mede cerca de 2,5 mm de comprimento por 40
um de largura, enquanto a de S. venezuelensis alcanca até 3,2 mm por 41 um. O
revestimento é formado por uma cuticula delgada, com estriacdes transversais. O aparelho
digestdrio é constituido por boca trilabiada; eséfago filariforme e longo; intestino simples; e
orificio anal na extremidade posterior em posicdo transversal. Vulva ventral, posicionada no
terco médio do corpo; dela, parte o utero anfidelfo; seguem-se os ovarios, que, dependendo
da espécie, sdo espiralados com o intestino; e os ovidutos, com os ovos enfileirados em seu
interior; estes 6rgdos formam o aparelho reprodutor, que ocupa até 2/3 do organismo

(MORAES, 1948; LEVINE, 1979; REY, 2001; COSTA-CRUZ, 2011).

A fémea de vida livre ou estercoral é fusiforme, com a porcdao posterior
afilada. Tanto a de S. stercoralis, quanto a de S. venezuelensis sdo menores que a fémea
partenogenética e medem até 1,2 mm por 70 um e 1,2 mm por 130 um no comprimento e
largura, respectivamente. A cuticula é fina e com leves estrias, marcando-a
transversalmente. Nessa forma evolutiva, o aparelho digestério também é simples e
formado por boca pequena, es6fago curto e rabditoide, intestino simples e anus préximo a
extremidade posterior. O aparelho genital é organizado em vulva na regido mediana do
corpo, utero anfidelfo, ovarios e receptaculo seminal. O nimero de ovos no interior do Utero
é maior em relacdo a fémea parasita (MORAES, 1948; LEVINE, 1979; REY, 2001; COSTA-CRUZ,

2011).

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
Km em S. venezuelensis. Tem revestimento similar ao das fémeas. O sistema digestério é
organizado em boca trilabiada, es6fago rabditoide e intestino simples, terminando em
cloaca na regido caudal. A cauda é recurvada ventralmente e apresenta dois espiculos
copulatdrios, sustentados pelo guberndculo. A genitadlia é constituida pelos testiculos,
vesicula seminal e canais deferente e ejaculador (MORAES, 1948; LEVINE, 1979; REY, 2001;

COSTA-CRUZ, 2011).

As larvas rabditoides sdo os primeiros estadios larvais (L1 e L2) das espécies
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de Strongyloides e medem de 200 a 300 um no comprimento. As oriundas das fémeas
estercoral ou parasita sdo quase idénticas. Elas tém uma cuticula delicada e hialina
recobrindo-as. A boca é diminuta e o esdfago é do tipo rabditoide, com dilatacoes
bulbiformes nas extremidades e constricdo na parte mediana. O aparelho digestério é
continuado pelo intestino, que termina em abertura anal espagada da extremidade
posterior. Observa-se, também, um primdrdio genital nitido, formado por agregado de

células (MORAES, 1948; REY, 2001; COSTA-CRUZ, 2011).

Depois da segunda muda, as larvas de Strongyloides diferenciam-se em L3,
gue sdo as larvas filarioides. As L3 sdo alongadas e finas e medem 0,05 mm de comprimento,
e a cauda tem detalhe entalhado caracteristico (MORAES, 1948; LEVINE, 1979). Apresentam
cuticula fina e estriada, ao microscépio dptico. A cuticula é dividida em cinco camadas:
epicuticular, cortical, medial, fibrosa e basal, visualizadas em microscopia eletrénica. A
estrutura tipica da cuticula em Strongyloides sao as anelagcbes, ranhuras, epicuticula
trilaminar, e as camadas mais basais amorfas e estriadas. A epicuticula tem componentes de
superficie associados (MARTINEZ; SOUZA, 1997; DIONISIO et al., 2000). O vestibulo bucal é
curto, o esofago filarioide e o intestino longo e estreito com anus posterior. Podem seguir o
curso evolutivo em vida livre ou ao penetrar no hospedeiro (MORAES, 1948; LEVINE, 1979;

REY, 2001; COSTA-CRUZ, 2011).

Ovos das fémeas parasita e de vida livre assemelham-se, com diferenca
apenas no tamanho, sendo os da ultima maiores. S3o estruturas elipsoides, de parede
translicida, a qual permite visualizar, no momento da oviposi¢do, o embridao parcial ou

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

1.2 Aspectos do ciclo biolégico de Strongyloides

As espécies de Strongyloides tém ciclos evolutivos complexos (ANDERSON,
2000; FERREIRA et al., 2007; VINEY; LOK, 2007). A maioria destes helmintos demonstra a

habilidade de alternar geracdes homogodnicas (ou diretas) em etapas parasitarias e
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heterogobnicas (ou indiretas) em proles de vida livre. Essas fases sdo, comumente, divididas
nos ciclos parasitdrios partenogenético e no sexuado de vida livre, ambos monoxénicos (REY,

2001; THOMPSON et al., 2005; COSTA-CRUZ, 2011).

No ciclo direto, os hospedeiros humanos tornam-se infectados por S.
stercoralis, quando L3 penetram ativamente o tegumento — pele ou mucosas da boca e
esofago. As larvas alcancam os vasos sanguineos ou linfaticos e chegam aos pulmdes. Nos
capilares pulmonares, diferenciam-se em L4, atravessam a membrana dos alvéolos e migram
pela drvore brénquica até a faringe. As L4 sdo, entdo, expectoradas pelo reflexo da tosse que
provocam, ou deglutidas. Quando ingeridas, atingem o intestino, instalam-se na regidao do
duodeno e jejuno, chegando a maturidade como fémeas partenogenéticas parasitas, que
iniciam a oviposicdao (MORAES, 1948; REY, 2001). Os ovos de S. stercoralis sao eliminados, ja
larvados, na mucosa intestinal, e eclodem antes da eliminacdo das fezes. Esse fato torna
dificil a visualizacdo deles nas fezes de humanos infectados, a menos que o individuo esteja
com diarreia grave (COSTA-CRUZ, 2011). O periodo pré-patente (PPP) em humanos — da
penetracao de L3 a oviposicdo da fémea — para S. stercoralis é de, aproximadamente, 8 a 25

dias (ANDERSON, 2000; COSTA-CRUZ, 2011).

Strongyloides stercoralis tem a capacidade de se desenvolver em larvas
filarioides infectantes, sem deixar o trato gastrointestinal. A infeccdo pode ocorrer pelos
mecanismos de autoinfeccdo externa ou exdgena, em que as larvas rabditoides, presentes
na regiao perianal de individuos infectados, diferenciam-se em larvas filarioides infectantes e
ai penetram, completando o ciclo direto. Pode ocorrer também autoinfec¢do interna ou
enddgena, na qual larvas rabditoides, presentes na luz intestinal (ileo ou célon) de individuos
infectados diferenciam-se em larvas filarioides infectantes. Por meio destes mecanismos, a
doenca pode persistir por meses ou anos, mesmo que ndo ocorram novas infeccdes (LIU;
WELLER, 1993; GROVE, 1996; COSTA-CRUZ, 2011). Na estrongiloidiase, é necessario buscar a
erradicacdo do parasito e ndo somente a reducdo da intensidade de infeccdo, devido a essa

habilidade de manter-se no individuo hospedeiro (SCHAR et al., 2014).

Autoinfecgdo interna pode resultar na elevacdo do numero de formas
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evolutivas de S. stercoralis no intestino e pulmdes, quadro conhecido como hiperinfecgao.
Quando a infeccdo atinge sitios ndo usuais do ciclo no humano é chamada disseminagao

(SIDDIQUI; BERK, 2001; COSTA-CRUZ, 2011).

A contaminagao do solo por fezes de individuos infectados pelo parasito
possibilita a sobrevivéncia pelo ciclo indireto, desde que o substrato seja arenoso, umido,
aquecido com luz solar indireta e rico em matéria organica. No solo, as larvas rabditoides
sofrem quatro diferenciagdes e resultam em machos ou fémeas de vida livre. O encontro e a
copula destas formas de vida resultam em ovos que se desenvolvem em larvas filarioides

infectantes (MORAES, 1948; THOMPSON et al., 2005; COSTA-CRUZ, 2011).

O ciclo de vida de S. venezuelensis no hospedeiro murino é semelhante ao de
S. stercoralis no humano, mas tem algumas particularidades. A rota de migracao é
comparavel: as larvas migram pela rota cldssica via corrente sanguinea, passando pelos
pulmdes, até atingir o intestino delgado (SATO; TOMA, 1990). No entanto, a espécie parasita
de roedor, pode atingir o pulmdo por migracdao de tecidos subcutdneos e musculares
(TAKAMURE, 1995). Strongyloides venezuelensis elimina ovos nas fezes, em fases iniciais de
clivagem (LITTLE, 1966), diferente de S. stercoralis em que larvas passam pelas fezes do
hospedeiro. O fendbmeno da autoinfeccdo em S. venezuelensis ndo ocorre em nenhuma
espécie de roedor e o tempo de persisténcia da infeccdo é varidvel, por exemplo, até 570
dias em gerbil (BAEK et al., 2002). A infecgcdo, em camundongo, é eliminada entre o0 102 e o
149 dia pos-infeccdo e, quando reinfectado, provoca a morte das larvas durante o processo

de migracdo (SATO; TOMA, 1990).

1.3 Epidemiologia da estrongiloidiase humana

Parasitose de prevaléncia mundial, a estrongiloidiase tem distribuicdo
heterogénea e estima-se que cerca de 3 a 100 milhGes de pessoas encontram-se infectadas
por S. stercoralis (OLSEN et al., 2009; PUTHIYAKUNNON et al., 2014). Quando causada por S.

fuelleborni, essa infecgao parasitaria é zoonética — infecta, principalmente, primatas nao
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humanos — e é rara em humanos (CIMINO; KROLEWIECKI, 2014).

Na realidade, o conhecimento das taxas de infeccdo nacionais e regionais e
em populacdes de risco é mais relevante clinica e epidemiologicamente do que estimativas
de prevaléncia global (SCHAR et al., 2013b). Entre as infec¢cdes causadas por geo-helmintos,
a estrongiloidiase estd entre as seis primeiras. Essa posicdo refere-se apenas as infeccoes
ativas, uma vez que o numero de pessoas potencialmente expostas ou com quadro de
infec¢do subclinico é maior (BETHONY et al., 2006; ELLIOTT; SUMMERS; WEINSTOCK, 2007).
Esta parasitose é considerada a mais negligenciada e sub-relatada de todas as infec¢bes
helminticas negligenciadas (OLSEN et al., 2009; MONTES; SAWHNEY; BARROS, 2010; SCHAR
et al., 2013b) e com prevaléncia global aumentada nos ultimos anos (PUTHIYAKUNNON et
al., 2014). A falta de ferramentas precisas de diagndstico e monitoramento é uma limitacdo
significativa para a compreensdao mais completa da sua dinamica, dos fatores de risco e da

resposta a intervengdes (CIMINO; KROLEWIECKI, 2014).

Foram definidas, por Stuerchler (1981 apud PIRES; DREYER, 1993), as regides
mundiais, de acordo com a prevaléncia da infec¢do por S. stercoralis: esporadica (< 1 %),
endémica (1-5 %) e hiperendémica (> 5 %). As areas hiperendémicas estdo situadas,
notadamente, entre os trépicos, em especial nos paises em desenvolvimento da Asia,
América Latina e Africa Subsaariana (KOZUBSKY; ARCHELLI, 2004; FARDET et al., 2007; DEVI;

BORKAKOTY; MAHANTA, 2011).

Nas regioes desenvolvidas do mundo, de climas temperados, como Sudeste
da América do Norte e Europa, as infeccGes sdo frequentes com areas de endemicidade em
regioes com trabalhadores da zona rural e também tém origem nao autdctone, em razdo dos
imigrantes e viajantes/visitantes de areas hiperendémicas (CELEDON et al., 1994; SIDDIQUI;
BERK, 2001; MARCOS et al., 2008; OLSEN et al., 2009; MONTES; SAWHNEY; BARROS, 2010).
Os indices de infeccdo, aumentados em muitos paises desenvolvidos e regides nao
endémicas, aproximam-se dos valores das regides de maior prevaléncia (PUTHIYAKUNNON

et al., 2014).



21

Nos paises desenvolvidos, as infecgdes helminticas, incluindo a
estrongiloidiase, podem ser controladas por programas de atencdo bdsica a saude e medidas
de saneamento efetivo. Nos paises em desenvolvimento, maiores regiGes endémicas, as
helmintiases distribuem-se em larga extensdo e nem mesmo o tratamento antiparasitario
nao protege o individuo contra a rapida reinfeccdo (ANTHONY et al., 2007). Devido a suposta
baixa incidéncia — numero de novos casos — em paises industrializados, o falso diagndstico e
os erros no tratamento médico podem ocorrer (BOULWARE et al., 2007). Em relato recente,
5,8 % das amostras testadas de imigrantes brasileiros residentes nos Estados Unidos
apresentaram niveis elevados de anticorpos anti-S. stercoralis (RAPOPORT; McCORMICK;

COHEN, 2015).

No Brasil, a estrongiloidiase tem importdncia na saude publica (PAULA;
COSTA-CRUZ, 2011) e as maiores taxas de prevaléncia foram encontradas nos estados do
Amapd, Goids, Rondonia e Minas Gerais, segundo publicacdo do Ministério da Saude e
revisdao de estudos regionais (BRASIL, 2010; PAULA; COSTA-CRUZ, 2011). Revisdao de estudos
na populacdo em geral, com modelagem estatistica e mapeamento, mostrou prevaléncia de
13 % no Brasil (SCHAR et al., 2014). Em Uberlandia, Minas Gerais, foram reportados 13 % de
positividade em escolares (MACHADO; COSTA-CRUZ, 1998), 3,3 % em criangas hospitalizadas
(PAULA et al., 2000), 33,3 % em alcodlatras (OLIVEIRA et al.,, 2002) e 12 % em pacientes
infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV)/sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (AIDS) (SILVA et al., 2005); os quatro trabalhos recorreram aos métodos de
Baermann-Moraes (1917; 1948) e Lutz (1919). Ainda em Uberlandia, estudos realizados
indicaram 3,8 % de prevaléncia de estrongiloidiase em pacientes diabéticos (MENDONCA et
al., 2006), 9,1 % em pacientes com cancer gastrointestinal (MACHADO et al., 2008a) e 4,4 %
em puérperas lactantes (MOTA-FERREIRA et al., 2009), com a mesma metodologia

coprodiagndstica. Esses resultados revelam que a cidade é area hiperendémica.
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1.4 Patologia e sintomatologia

N3do hd outra espécie de nematddeo parasito de humanos que tenham
associado manifestacdes e sindromes clinicas tdo amplas como S. stercoralis. Na
estrongiloidiase, hd trés possibilidades de evolugdo da infecgdo: erradicacdo (eliminagdo do
parasito), cronicidade (resultante da manutencdo do ciclo por longos periodos) e
complicacdo (hiperinfeccdo e disseminacdo) (GENTA, 1992; GROVE, 1996; FARDET et al.,
2007). A infecgdo por S. stercoralis é, normalmente, autolimitada e de baixa morbidade em
individuos imunocompetentes, tornando-se grave nos quadros de imunossupressao e
imunodeficiéncias (CELEDON et al., 1994; KEISER; NUTMAN, 2004; FERREIRA, 2005; MARCOS
et al., 2008; MONTES et al., 2009; BARROS; MONTES, 2014; WEATHERHEAD; MEJIA, 2014). O
espectro clinico da infec¢do, nas fases aguda ou crbnica, por S. stercoralis varia de quadros
subclinicos a casos com sinais cutaneos, sintomas pulmonares e manifestactes

gastrointestinais (FERREIRA, 2005; COSTA-CRUZ, 2011).

A ocorréncia de autoinfeccdo nos humanos por helmintos é conhecida
somente em Capillaria philippinensis Chitwood, Valesquez & Salazar, 1968 e S. stercoralis
(CDC, 2013). Em relacdo a S. stercoralis, o fenbmeno da autoinfeccdo explica a infeccdo
persistente em imigrantes e viajantes, que moram distantes de drea endémica hd muitos
anos, e as sindromes de disseminacdo e hiperinfeccdo nos pacientes imunocomprometidos
(GROVE, 1996; KEISER; NUTMAN, 2004; MARCOS et al., 2008; VAIYAVATIAMAI et al., 2008;
BIGGS et al., 2009; BARROS; MONTES, 2014). Do mesmo modo, pessoas imunocompetentes,
quando cronicamente infectadas por S. stercoralis, podem controlar por décadas a carga
parasitaria a niveis basais ou mantém a infecgdo ativa por autoinfeccao ou reinfecgdo, se de

areas endémicas (GENTA, 1992, 1996; LIU; WELLER, 1993; FARDET et al., 2007).

A maioria dos portadores de S. stercoralis sdao oligo- ou assintomaticos. As
altera¢Oes na estrongiloidiase manifestam-se de acordo com a migra¢ao do parasito pelos

orgdos do hospedeiro. Sinais cutdneos, decorrentes da penetracdo das larvas infectantes,
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como larva currens e urticaria inespecifica sdo manifestagdes tipicas. O sintoma pulmonar
mais comum é a tosse seca ou com expectoracdo. Pulmbes acometidos caracterizam-se,
ainda, em maior ou menor intensidade, por crises asmatiformes decorrentes da presenca de
larvas filarioides e, ocasionalmente, de fémeas. A migracdo e mudas das larvas podem
provocar rompimento dos capilares dos alvéolos, causando hemorragias e infiltrado
inflamatdrio. Em casos mais graves, pode levar ao desenvolvimento da Sindrome de Loeffler,
com edema pulmonar e insuficiéncia respiratéria (PIRES; DREYER, 1993; COSTA-CRUZ, 2011).
As manifestacbes gastrointestinais incluem dor abdominal, vomito, ndusea, diarreia,
emagrecimento e obstipacdo (LIU; WELLER, 1993; PIRES; DREYER, 1993; FARDET et al., 2007;

COSTA-CRUZ, 2011; KAKATI et al., 2011).

Nas formas graves, sdo reportados sinais e sintomas cutaneos, pulmonares e
gastrointestinais mais sérios. Na pele podem aparecer exantemas petequiais e purpuricos. O
envolvimento pulmonar acarreta em tosse, hemoptise e sibilos decorrentes da migracao
larval. Nos casos mais graves, hd a possibilidade de ocorrer broncopneumonia e de
desenvolver cavitagdes e abscessos associados as infecgdes bacterianas. Em relagao ao trato
gastrointestinal, a presenca de ovos, larvas e fémeas partenogenéticas na mucosa intestinal,
no caso grave de infeccdo pelo S. stercoralis, resulta em reacao inflamatadria e inclui sinais de
esteatorreia, sindrome de ma absorcdo, isquemia mesentérica, enteropatia perdedora de
proteinas, ileo paralitico e obstrugdo intestinal (ANDRADE-NETO; ASSEF, 1996; KEISER;

NUTMAN, 2004; VAIYAVATJIAMAI et al., 2008).

As manifestacGes extraintestinais podem levar a quadros graves,
potencialmente fatais em individuos imunocomprometidos por diversos fatores, por
exemplo: desnutri¢do, corticoterapia, agentes citostaticos, leucemias, linfomas, insuficiéncia
renal cronica, consumo de alcool, diabetes, tuberculose, lupus eritematoso sistémico, virus
linfotrépico para células T humanas tipo 1 (HTLV-1) e pacientes portadores de HIV/AIDS
(KEISER; NUTMAN, 2004; FERREIRA, 2005; BARROS; MONTES, 2014). Deste modo, o quadro

clinico da estrongiloidiase estd relacionada a carga parasitaria e a fatores do hospedeiro.
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1.5 Resposta imune do hospedeiro

Geralmente, agentes infecciosos podem ser divididos em micropatdgenos,
como as bactérias, e macropatdgenos, por exemplo, os helmintos. Diferente da maioria das
infec¢Oes micropatogénicas, que sdo agudas e de periodo curto, infeccbes macropatogénicas
tendem a cronicidade (MAIZELS et al.,, 1993; MAIZELS; YAZDANBAKHSH, 2003); e,
provavelmente, S. stercoralis causa a infeccdo mais prolongada em razao de seu ciclo de

autoinfeccdo (GEORGE et al., 2014).

Helmintos estimulam no hospedeiro, predominantemente, resposta
dependente de linfécitos T CD4" com perfil Th2 de producdo de citocinas. A resposta imune,
neste perfil, é caracterizada pela producdo de interleucinas (IL) — IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-
10, IL-13, IL-21 — envolvidas no recrutamento e na ativacdo de células do sistema imune
(OVINGTON; BEHM, 1997; ONAH; NAWA, 2000; MONTES et al., 2009; MAIZELS, 2003;
TURNER et al., 2003; COSTA-CRUZ, 2011). As interleucinas produzidas induzem rapida
resposta humoral, mediada por anticorpos da classe E (IgE) antigeno-especifica e resposta
celular mediada por mastdcitos, basdfilos, neutrdfilos e eosindfilos, que auxiliam na morte
das larvas (GENTA, 1996; WEINSTOCK; SUMMERS; ELLIOTT, 2005; NEGRAO-CORREA et al.,

2006; WEATHERHEAD; MEJIA, 2014).

Além de estimular uma resposta tipicamente de perfil Th2, as infeccoes
helminticas sdo capazes de induzir popula¢des de células T reguladoras (Treg) (WANG; CAO;
SHI, 2008). Na estrongiloidiase, as Tregs podem auxiliar no controle da morbidade, mas
podem atuar na diminuicdo da resisténcia a infec¢do, conforme demonstrado em modelos
animais (BLANKENHAUS et al., 2011). O aumento na populacdo de Treg retardou a expulsdo
de S. ratti pela supressdo de IL-9, ativadora de mastécitos (BLANKENHAUS et al., 2014); e,
em humanos com estrongiloidiase, correlacionaram-se a diminuicdo dos niveis de IL-5,
importante na resposta eosinofilica e estavam associadas a diminuicao de IgE em células
adjacentes ao parasito (BARROS; MONTES, 2014). Os helmintos modulam tanto a patologia
dependente de Th2 como a inflamag¢do mediada por Th17/Th1l (FINLAY; WALSH; MILLS,

2014).
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No organismo humano, também desenvolvem-se respostas T-independente
com producdo de mediadores da inflamacdo antigeno-inespecifico pelos macréfagos. Estas
moléculas sdo o fator de necrose tumoral (TNF) e IL-1, que estimulam a proliferacdo das
células caliciformes do intestino, com consequente aumento na produg¢do de muco. O muco
é secretado na luz intestinal e reveste as fémeas parasitas, o que previne o estabelecimento
na mucosa ou leva a expulsao delas. Assim, proteinas do muco gastrointestinal, as mucinas,
sdo constituintes da primeira linha de defesa do hospedeiro contra os helmintos. As mucinas
sdo glicoproteinas poliméricas ricas em residuos de aminodcidos, que se ligam a sitios para
oligossacarideos presentes no tegumento dos parasitos (MARUYAMA et al., 2000, 2002;
ONAH; NAWA, 2000; MACHADO et al., 2005). Receptores do tipo Toll (Toll-like receptors,
TLR), especificamente, TLR4, ndo modulam a morte larval durante a resposta imune inata,
mas participam da morte de larvas de S. stercoralis, em modelo murino, durante a resposta
imune adaptativa (KEREPSI et al., 2007). Mastécitos atuam na reducdo do nimero de fémeas
de Strongyloides no intestino, independente do recrutamento de outra célula do sistema
imune, liberando proteases, que estimulam a contracdo da musculatura lisa (CHOI,
ABRAHAM, 2015). Os antigenos de Strongyloides ativam eosinéfilos por meio do sistema
imune inato que atuam como células apresentadoras de antigeno para induzir a resposta de
perfil Th2 (WEATHERHEAD; MEJIA, 2014), mas também eliminam seus granulos e auxiliam na

morte das larvas.

A imunidade protetora contra larvas infectantes envolve anticorpos
especificos, a ativacdo do sistema complemento e de neutrdfilos, em respostas de tipo

citotoxicidade celular anticorpo-dependente (IRIEMENAM et al., 2010).

Os antigenos das larvas L3 de S. stercoralis ativam as vias classica e alternativa
do complemento, provocando a aderéncia de mondcitos do sangue periférico e de
granuldcitos, por exemplo, neutréfilo, a superficie dessas larvas, causando a lise destas. Uma
das estratégias de evasdo do parasito consiste na secrecdao de proteases, que clivam os
componentes do sistema complemento (MESSIAS; GENTA; MOHREN, 1994; COSTA-CRUZ,
2011).

Anticorpos das classes IgM, IgA e IgG especificos, além de IgE, também sdo
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produzidos pelo hospedeiro humano, na resposta imune contra helmintos, incluindo S.
stercoralis. A 1gM Strongyloides-especifica, que é produzida e identificada em infeccdo
recente, apresenta pico de produc¢ao uma semana pds-infecgdo e mantém os niveis elevados
por mais de duas ou trés semanas. Titulos de IgG sdo detectados duas semanas pds-infeccao,
com um pico em torno da sexta, que persiste por até 20 semanas (GROVE; NORTHERN,
1982). IgG é a principal imunoglobulina do soro, correspondendo a entre 70-75% do total de
anticorpos séricos (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2010). Entre as subclasses de IgG, formam-se,
principalmente, IgG1 e IgG4 no desenvolvimento da resposta contra S. stercoralis (ATKINS et
al., 1999; RODRIGUES et al., 2007). Credita-se a 1gG4 o bloqueio na resposta protetora
promovida pela IgE, ou seja, ela modula as respostas IgE-mediadas pela ligacdo em sitios dos
mastaocitos (ATKINS et al., 1997, 1999; RODRIGUES et al., 2007). A producdo de IgE permite a
degranulacdo dos mastdcitos, que ainda induz a migracdo de eosindfilos (ABBAS; LICHTMAN;

PILLAI, 2010).

O aumento nos niveis de 1gG4, que se segue as infecgdes primarias,
possivelmente, reduz a expulsdo dos parasitos, o que permite o estabelecimento cronico das
fémeas parasitas. Dessa maneira, a estrongiloidiase cronica pode ser resultado da
diminuigdao das respostas mediadas por IgE para a persistente autoinfec¢ao, com redugao
dos efeitos imunopatoldgicos da anafilaxia constante (ATKINS et al., 1997; MARCOS et al.,
2008). No entanto, nos casos de doenga disseminada e de imunossupressao, os niveis de IgE

podem estar normais (MARCOS et al., 2008).

IgA é a segunda classe de anticorpo com maior concentra¢do no soro humano
e representa a classe mais proeminente nas mucosas e suas secreg¢des. Por causa do ciclo do
parasito envolver as mucosas pulmonar e intestinal, o hospedeiro pode elaborar resposta
local e sistémica mediada por IgA (ATKINS et al., 1999; COSTA et al., 2003; MOTA-FERREIRA
et al., 2009; RIBEIRO; MANHANI; COSTA-CRUZ, 2010; COSTA-CRUZ, 2011). Em casos cronicos
com autoinfeccdo, o controle da imunidade ocorre pela presenca de IgA, que modula a
liberacdo das larvas (MARCOS et al., 2008). Pacientes com quadro clinico grave podem ter
reducdo significativa da concentracdo de IgG, I1gM e IgA (IRIEMENAM et al., 2010; COSTA-

CRUZ, 2011).
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1.6 Diagnostico da estrongiloidiase

O diagnéstico clinico da estrongiloidiase é incerto, pois a maioria dos casos é
assintomdtica, ou, quando com sintomatologia presente, os sintomas pulmonares e
intestinais sdo comuns as outras parasitoses. Com isso, é necessaria a utilizacdo de exames
parasitoldgicos e imunolégicos complementares (LIU; WELLER, 1993; SIDDIQUI; BERK, 2001;
AGRAWAL; AGARWAL; GHOSHAL, 2009; LEVENHAGEN; COSTA-CRUZ, 2014; REQUENA-
MENDEZ et al., 2014). Ferramentas precisas sdo necessarias para o diagndéstico da
estrongiloidiase sintomatica, para a identificacdo com alta sensibilidade de infeccoes
assintomaticas em individuos, antes de receber terapias de imunossupressdo ou deteccao de
infeccdo, apds tratamento anti-helmintico e, ainda, para avaliar com especificidade uma
triagem clinica ou a prevaléncia em uma populacdo (ANDERSON et al. 2014; BISOFFI et al.,
2014).

Métodos parasitolégicos diretos de diagndstico consistem no encontro das
formas evolutivas de S. stercoralis. Os parasitos, menos rotineiramente, podem ser
encontrados em fluidos de aspirado duodenal, lavado brénquico, escarro, urina, esfregaco
de sangue periférico e liquor; ou amostras de tecido sélido, como de bidpsia de pele e
endoscopia do sistema digestério (ONUIGBO; IBEACHUM, 1991; PIRES; DREYER, 1993;
SUDRE et al., 2006; VAN DOORN et al., 2007; KAKATI et al., 2011; REQUENA-MENDEZ et al.,
2013). Esses métodos sdo associados aos casos graves de estrongiloidiase. Geralmente, o
diagnéstico definitivo é realizado pela pesquisa e encontro de larvas nas fezes. Entretanto,
na maioria dos casos, a eliminacdo de larvas é pequena e irregular, o que dificulta a deteccao
da infeccdo (LIU; WELLER, 1993; UPARANUKRAW; PHONGRSI; MORAKOTE, 1999; SUDRE et
al., 2006).

No intuito de aumentar a sensibilidade do exame coprolégico, foram
desenvolvidas técnicas de cultivo dos estadios larvais. Elas baseiam-se no desenvolvimento
do ciclo indireto de Strongyloides e permitem a muda larvdria e que se concentre o nimero

de larvas (LIU; WELLER, 1993). Entre as técnicas de cultura, estdo a de cultura em papel de
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filtro (HARADA; MORI, 1955) ou em placa de agar (KOGA et al., 1991; STEINMANN et al.,
2007). Modificagdes em métodos coprodiagndsticos foram sugeridas na busca por aumento
nas taxas de deteccdo de larvas, por exemplo, alteracdes nos métodos de concentracdo
(REQUENA-MENDEZ et al., 2013). A técnica de concentracdo por formol-éter foi modificada
quanto a preservacdo da amostra e tempo das etapas (ANAMNART; INTAPAN;

MALEEWONG, 2013) ou reagentes utilizados (AHMADI; DAMRAJ, 2009).

Estadios larvais podem ser vistos em exame microscépico por métodos de
recuperacao em amostras fecais. Ha apenas um relato de recuperagao de estagios adultos,
fémeas e machos, em amostras de fezes (HONG et al., 2009). Os métodos de concentracao
de Baermann (1917), modificado por Moraes (1948), e o de Rugai, Mattos e Brisola (1954)
sdo indicados, uma vez que se baseiam no termo e hidrotropismo das larvas. As vantagens
desses métodos, além do aumento da sensibilidade, sdo simplicidade, rapidez de execucao e
uso de grande volume de material fecal (REY, 2001). Uma revisdo sistemdtica, seguida de
meta-analise, das técnicas de exames de fezes, concluiu que as técnicas de Baermann (1917)
e a cultura em placa de agar sdo as que proporcionaram melhor diagndstico na

estrongiloidiase humana (POLANCO; GUTIERREZ; ARIAS, 2014).

Estudos demonstraram sensibilidade dos exames de fezes com variagdo de 15
a 24 %, com uma amostra, aumentando entre 55 e 78 %, quando utilizadas trés amostras.
Ainda assim, sdo necessarias sete amostras fecais frescas, colhidas em dias alternados, para
se alcancar 100 % de sensibilidade (ANDRADE-NETO; ASSEF, 1996; UPARANUKRAW;
PHONGSRI; MORAKOTE, 1999; SIDDIQUI; BERK, 2001). A dificuldade do exame com varias
amostras fecais reside no tempo necessario para coleta, inconveniéncia para o paciente e
resisténcia do médico em solicita-lo (HIRA et al., 2004). Deste modo, a falha em demonstrar
larvas ndo pode ser interpretada erroneamente como auséncia da infeccdo (SATO;
KOBAYASHI; SHIROMA, 1995), sendo a préxima abordagem diagndstica a realizacdo de

testes imunoldgicos e/ou moleculares (LEVENHAGEN; COSTA-CRUZ, 2014).

Os métodos de diagndstico moleculares e imunoldgicos amplificam o material

genético do parasito em amostras fecais ou detectam coproantigenos e diferentes classes de
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imunoglobulinas especificas anti-Strongyloides, respectivamente. O desenvolvimento da
biologia molecular permitiu o uso de antigenos recombinantes de larva filarioide em rea¢ées
imunoenzimaticas, detalhadas a seguir. Na literatura, sdo descritos os antigenos
recombinantes 5a e 12a (RAMACHANDRAN et al., 1998) e NIE de 31 kDa (RAVI et al., 2002)
derivados de biblioteca de DNA complementar (complementary DNA, cDNA) de L3 de S.
stercoralis. Peptideos apresentados em fagos foram selecionados de biblioteca randémica,
identificados e aplicados no sorodiagndstico como mimetopos clonais recombinantes

(FELICIANO et al., 2014).

Protocolos de reacbes em cadeia da polimerase (polymerase chain reaction,
PCR), para detec¢do de material genético de Strongyloides em amostras humanas (VERWEIJ
et al., 2009; KRAMME et al.,, 2010; SAUGAR et al., 2015) ou de roedores infectados
experimentalmente (MARRA et al., 2010; PAULA et al., 2013), ja foram elaborados. Os genes
alvo das reacdOes sdo a regido do gene de RNA (ribonucleic acid) ribossomal (rRNA) 18S —
mais frequentemente amplificado —, a regido internal transcribed spacer 1 (ITS1) do gene
rRNA, o gene da cytochrome c oxidase, subunit 1 e a sequéncia repetida AY028262
Strongyloides-especifica (LOK, 2014). A sensibilidade das técnicas ndo foram superiores aos
outros métodos parasitologicos no diagndstico de casos de baixa carga parasitaria (KNOPP et
al., 2014) ou assintomaticos (SCHAR et al., 2013a). As principais limitagcdes s3o os inibidores
de PCR encontrados, comumente, em amostras fecais e também em decorréncia da
guantidade pequena de amostra fecal utilizada vs. eliminacdo e distribuicdo descontinua de

parasitos nas fezes (LOK, 2014; REQUENA-MENDEZ et al., 2014).

Ensaios imunoenzimaticos para deteccdo de coproantigenos, recorrendo a
anticorpos policlonais contra adultos de S. stercoralis (EL-BADRY, 2009; SYKES; McCARTHY,
2011), em amostras fecais humanas ou L3 de S. venezuelensis (GONCALVES et al., 2010), em
fezes de ratos infectados experimentalmente, foram padronizados. Esses testes enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) apresentaram resultados satisfatorios, no entanto
necessitam de validacdo clinica antes de serem aplicados na rotina (REQUENA-MENDEZ et

al., 2014).
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Abordagens soroldgicas para detecgdao de resposta imune contra S. stercoralis
diferem nos alvos antigénicos (extratos totais, purificados ou antigenos recombinantes), na
metodologia aplicada e se o ensaio é disponivel comercialmente ou desenvolvido em
laboratério (ANDERSON et al., 2014). Recentemente, kits comerciais foram disponibilizados
no mercado e utilizam antigeno recombinante NIE (/nBios International, EUA), antigeno ndo
revelado (Scimedx, EUA), ou extrato somatico de S. ratti (Bordier Affinity Products, Suica).
Eles demonstraram ser ferramentas adicionais disponiveis para apoiar a pratica clinica ou

acOes em saude publica (ANDERSON et al., 2014; BISOFFI et al., 2014).

A técnica de imunoprecipitacdo da luciferase (luciferase immunoprecipitation
system, LIPS), desenvolvida no National Institutes of Health (NIH, EUA), combinada a
antigenos recombinantes, tem apresentado resultados promissores na redugdo da
reatividade cruzada (RAMANATHAN et al., 2008; REQUENA-MENDEZ et al., 2013). No
entanto esse sistema é restrito, uma vez que os antigenos recombinantes necessitam de
constructos especificos para a fusao luciferase-antigeno e cultura de células de mamifero, o

gue ndo é facilmente conseguido (FELICIANO et al., 2014).

Os testes de reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), ELISA e o de
imunoeletrotransferéncia ou immunoblot tém sido mais empregados e sdo Uuteis no
diagnéstico, na avaliacdo da resposta imune do humano e em estudos soroepidemiolégicos,
por apresentarem elevada sensibilidade (ROSSI et al., 1993; COSTA-CRUZ et al., 1997, 2003;
PAULA et al., 2000; MACHADO et al., 2001, 2003; RODRIGUES et al., 2007; VAN DOORN et
al., 2007, MOTA-FERREIRA et al., 2009; BON et al., 2010; FELICIANO et al., 2010, 2014;
GONZAGA et al., 2011a,b; BISOFFI et al.,, 2014). Além disso, sdo vantajosos no
monitoramento de pacientes submetidos a tratamento anti-helmintico (BIGGS et al., 2009;

REQUENA-MENDEZ et al., 2014).

Estudos utilizando RIFI sd3o direcionados para a pesquisa de diferentes classes
de anticorpos com variagées: (1) nas preparacoes antigénicas, como suspensdo de larvas ou
corte destas em criostato; e (2) no protocolo de montagem das laminas (COSTA-CRUZ et al.,

1997; MACHADO et al., 2001, 2003; MOTA-FERREIRA et al., 2009). O ELISA é o mais
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conveniente, amplamente utilizado atualmente e em que tem se verificado sensibilidade e
especificidade elevadas (SIDDIQUI; BERK, 2001; VAN DOORN et al., 2007; MOTA-FERREIRA et
al., 2009; GONZAGA et al., 2011a,b; FELICIANO et al., 2014; CORRAL et al., 2015). A técnica
de immunoblot é indicada como altamente sensivel e especifica no reconhecimento de
fragGes proteicas imunodominantes de Strongyloides (ATKINS et al., 1999; SILVA et al., 2003;
RIGO et al., 2008; FELICIANO et al., 2010).

Ferramentas promissoras, como o0s métodos sorolégicos baseados em
antigenos recombinantes e as técnicas moleculares, estdo disponiveis em alguns centros de
referéncia (FELICIANO et al., 2014). Por exemplo, os antigenos recombinantes ndo estdo
prontamente disponiveis em regides endémicas, e, assim, ainda faz-se necessdrio o uso de
preparados larvais. O problema de obten¢do da quantidade considerdvel de larvas S.
stercoralis, para producdo dos extratos empregados nos testes imunoldgicos, trouxe a
necessidade de padronizacdo e utilizacdo de antigenos heterdlogos (COSTA-CRUZ;
MACHADO; CAMPOQS, 1998; MACHADO et al., 2001, 2003). Essa é apontada como uma das
razOes para a estrongiloidiase estar em condicdo de negligenciamento: a dificuldade para a
execugao dos experimentos com o parasito que infecta, naturalmente, somente humanos,

macacos e cies (BONNE-ANEE; HESS; ABRAHAM, 2011).

1.7 Antigenos heterdlogos no diagndstico imunoldgico da estrongiloidiase humana

Espécies de Strongyloides, fontes de antigenos heterélogos no
imunodiagndstico da estrongiloidiase humanas, incluem Strongyloides cebus Darling, 1911,
S. ratti e S. venezuelensis (CAMPOS et al., 1988; SATO; KOBAYASHI; SHIROMA, 1995; COSTA-
CRUZ et al., 1997, 1998; MACHADO et al., 2001, 2003; HUAMAN et al., 2003; RODRIGUES et
al., 2007; GONZAGA et al., 2011a,b). O desenvolvimento e a transmissdo no género
Strongyloides sao similares, o que permite o uso de S. venezuelensis e S. ratti em modelos
experimentais murinos para estudos da estrongiloidiase humana. Estes estudos tém

auxiliado, além da padronizacdo de novas técnicas de imunodiagndstico, nas pesquisas
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referentes a biologia molecular, terapéutica e aspectos da interagao parasito-hospedeiro:
ecologia, patologia e imunologia (NORTHERN et al., 1989; ABE; SUGAYA; YOSHIMURA, 1998;
FERNANDES et al., 2008; GONGALVES et al., 2009; RODRIGUES et al., 2009; CHIUSO-

MINICUCCI et al., 2010; COSTA-CRUZ, 2011; MACHADO et al., 2011).

A composicdo antigénica de S. ratti e S. venezuelensis foi comparada com a de
S. stercoralis. Estudos mostraram que a sensibilidade e a especificidade ndo evidenciam
diferenga estatistica significante, quando comparados antigenos homdlogo e heterdlogo.
Isso conferiu seguranga e preferéncia no uso destas espécies como fontes de antigenos no
imunodiagndstico da estrongiloidiase humana (COSTA-CRUZ et al., 1997, 1998; HUAMAN et

al., 2003; MACHADO et al., 2003, 2008b; RIGO et al., 2008; CORRAL et al., 2015).

A obtencgdo de larvas filarioides suficientes de S. stercoralis é considerada a
principal limitagdo para o uso do antigeno homdlogo no desenvolvimento de ensaios
imunoldgicos. Caso a amostra fecal ndo provenha de um paciente com hiperinfeccao e
consideravel eliminagdo de S. stercoralis (SIDDIQUI; BERK, 2001), ndo se consegue niumero
necessario de larvas para preparacdo antigénica. A consideracdo dos ultimos autores
(SIDDIQUI; BERK, 2001) é estendida para a possibilidade de ndo ocorrer a geracdo de
qguantidades suficientes de larvas no processo de coprocultura (LOOSS, 1905 apud NEVES et
al.,, 2011), seja para fazer o preparado antigénico ou para serem inoculadas no cdo na
manutencdo experimental (GROVE; NORTHERN, 1982; GROVE, 1996). Além disso, mesmo
com o método de coprocultura descrito, ele esbarra na dificuldade de acomodacdo e
manutencdo dos cdes experimentalmente infectados. Apesar dos métodos de cultura em
placa de 4gar e papel filtro (HARADA; MORI, 1955; KOGA et al., 1991) e coprocultura serem
sensiveis para o diagndstico da estrongiloidiase e/ou para obtencado de larvas destinadas aos
antigenos e indculos, ha duvidas sobre a praticidade do uso na rotina laboratorial. Poucos
laboratdrios clinicos locais/referéncia continuam a oferecer esses métodos classicos
(ANDERSON et al.,, 2014). S3o considerados métodos com demora na obtencdo dos
resultados e estabelecem risco de infeccdo pela manipulacdo de larvas vidveis de S.

stercoralis (ANDRADE-NETO; ASSEF, 1996; REQUENA-MENDEZ et al., 2013).
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Strongyloides ratti e S. venezuelensis sao parasitos de roedores silvestres, por
exemplo, o rato marrom Rattus norvegicus Berkenhout, 1769 e podem ser, favoravelmente,
mantidos em ratos de linhagens desenvolvidas para uso na pesquisa. Ratos sdo animais
facilmente sustentados em laboratério e eliminam considerdavel nimero de ovos de
Strongyloides nas fezes. A coprocultura nao oferece risco de infec¢ao para os manipuladores,
e o tempo na estufa é reduzido. Assim, pode-se manter a producdo de antigeno no
laboratério de forma constante e segura (GROVE; BLAIR, 1981; NORTHERN et al., 1989;
SATO; KOBAYASHI; SHIROMA, 1995; MACHADO et al., 2001, 2008b; NEGRAO-CORREA;

TEIXEIRA, 2006; MACHADO et al., 2011).

Outra limitagdo dos testes soroldgicos é a reagdao cruzada com outros
parasitos, atribuida a complexidade antigénica dos helmintos (GAM; NEVA; KROTOSKI, 1987;
CONWAY et al. 1993, a,b; ROSSI et al., 1993; LINDO et al., 1994, 1996; SILVA et al., 2003;
SUDRE et al., 2006;). Testes para detec¢do de anticorpos com antigenos de Strongyloides sp.
mostraram determinada reagdo cruzada para helmintos como: ancilostomatideos,
Schistosoma sp. Weinland, 1858, Ascaris lumbricoides Linnaeus, 1758, Trichuris trichiura
(Owen, 1835) e filarideos (GAM; NEVA; KROTOSKI, 1987, CONWAY et al. 1993a,b; LINDO et
al., 1994, 1996; SILVA et al., 2003; ANDERSON et al., 2014; GONZAGA et al., 2011a, BISOFFI
et al., 2014). Com esse quadro, a caracterizacdo e a identificacdo de antigenos Strongyloides-
especificos se fazem necessdrias para o incremento da especificidade dos testes
(NORTHERN; GROVE, 1987; LINDO et al., 1994; LEVENHAGEN; COSTA-CRUZ, 2014). Com
baixa quantidade de larvas também nao é possivel o fracionamento e a analise dos
antigenos para métodos sorolégicos (ROSSI et al., 1993; RAVI et al., 2002). A disponibilidade
de larvas, que podem ser conseguidas em grande quantidade em roedores
experimentalmente infectados, facilitou a padronizacdo e o uso de testes soroldgicos para o
diagnédstico individual e em inquéritos epidemiolégicos. Deste modo, a obtencdo e a
identificacdo de antigenos de alta especificidade e sensibilidade, por meio do fracionamento
e/ou tratamento quimico de extratos totais de S. venezuelensis, por exemplo, subsidiam os

estudos de diagndstico sorolégico da estrongiloidiase.
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1.8 Composicao proteica e caracterizagdao imunoquimica de Strongyloides

Strongyloides venezuelensis é amplamente utilizado como espécie modelo
para estudar a estrongiloidiase animal e humana, porém as informagdes de sequéncias de
genes, transcritos e proteinas para o género tém limitacdes (NAGAYASU et al.,, 2013;
SANCHEZ-FLORES, 2013). Um projeto de genoma abrangente, que inclui S. stercoralis, S.
ratti, S. venezuelensis e Strongyloides papillosus Wedl|, 1856 esta em fase de conclusao e os
genomas destas espécies serdo comparados (LOK, 2014). Destaca-se da analise
transcriptomica de ovos/L1, L3, L3 pulmonares e fémeas partenogenéticas de S.
venezuelensis a descoberta de transcritos de metaloproteases astacin-like dependentes de
zinco e uma ferroquelatase exclusiva de nematddeos parasitos de animais (YOSHIDA et al.,
2011; NAGAYASU et al., 2013; LOK, 2014). Em relacdo a larvas L3 de S. stercoralis, os
resultados obtidos de analise protedmica parcial identificaram 26 diferentes proteinas,
sendo a maioria associadas a superficie (MARCILLA et al.,, 2010). O transcriptoma foi
publicado dois anos depois (MARCILLA et al., 2012), mas com poucos resultados de
integracao das duas frentes de pesquisa e sem mencionar perspectivas na integracdo com
dados de genoma de S. ratti, sequenciado a época, mas nao publicado (SANCHEZ-FLORES,
2013). Em investigacdo sistematica do proteoma de S. ratti, com énfase nas proteinas de
excrecdo/secrecdo com possivel papel na resposta imune podem ser assinaladas, nas L3
infectantes, uma astacina ligada a invasdao do hospedeiro, a proteina imunogénica NIE e a
proteina de ligacdo a 4acidos graxos e retinoide (fatty acid retinoid-binding protein)
depuradora (scavenger) de lipidios do hospedeiro, entre as 586 proteinas do secretoma

(SOBLIK et al., 2011; LOK, 2014).

A composicdo e as alteracdes no perfil proteico de S. venezuelensis foram
investigadas nos estdgios de larva infectante (nas fezes e no pulmdo) e de fémea
partenogenética. Foram encontrados diferentes spots entre as formas evolutivas em
eletroforese bidimensional (TSUJI et al.,, 1993). Houve aumento na expressdo de um
complexo de polipeptideos entre 16-20 kDa e uma proteina de choque térmico, com 70 kDa,

com funcdo de termotolerdncia e transformacdo de parasitos com ciclo de vida complexo
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(TSUJI; OHTA; FUIJISAKI, 1997). A sintese dessas proteinas, durante a mudanca entre
estagios, deve ser crucial para regulacdo da infectividade do parasito (TSUJI; OHTA; FUJISAKI,
1997). O sistema ubiquitina-proteassoma foi estudado tendo como modelo S. venezuelensis
para a detec¢ao de atividade proteolitica em preparagdes de larvas e fémeas. Foi
demonstrado que a atividade da via é regulada durante o desenvolvimento (PAULA et al.,

2009).

Os protocolos de fracionamento de antigenos totais de espécies de
Strongyloides, ja descritos, incluem a utilizacdo de técnica cromatografica e diferentes
detergentes. Coluna de cromatografia com resina de interacdo hidrofdbica octyl-Sepharose
foi utilizada para antigeno salino de S. venezuelensis (RIGO et al., 2008). O antigeno de larvas
filarioides de S. stercoralis foi fracionado em coluna de gel filtracdo, e as fragdes foram
empregadas em um ensaio imunoenzimatico para a detec¢do de anticorpos (MANGALI et al.,
1991). A separacdo em fracOes aquosa e detergente de antigeno salino de S. venezuelensis é
protocolada com uso de detergente zwiteridnico sintético (RIGO et al., 2008). A aplicagdo de
outros compostos surfactantes para recuperar antigenos de superficie/membrana e uso
posterior em testes soroldgicos é relatada para S. ratti e S. venezuelensis com detergentes
aniénicos (deoxicolato de sddio e dodecil sulfato de sédio) (NORTHERN; GROVE, 1987;
NORTHERN et al., 1989; CORRAL et al., 2015), cationicos (cetrimida) e ndo-i6nicos (Triton
X100 e X114) (NORTHERN et al., 1989; FELICIANO et al., 2010). Diferengas quantitativas e
qualitativas foram vistas nos perfis antigénicos depois do fracionamento e/ou solubilizacdo

com esses procedimentos, mas sem identificagao dos polipeptideos.

As glicoproteinas sdo proteinas com grupos de carboidratos ligados
covalentemente e ocorrem em todos os organismos vivos. Desempenham varias fungdes,
entre elas: transporte de compostos, estruturacdo da célula, adesdo e reconhecimento
celular, atuam como enzimas e tém papel imunolégico como as imunoglobulinas (BERG;
TYMOCZKO; STRYER, 2002; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2010). A abundancia e a diversidade
de funcdes desses compostos nos organismos justificam estudos para o entendimento da

bioquimica, incluindo o imunodiagndstico.
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O fendbmeno da reatividade cruzada nos testes soroldgicos é atribuido,
especialmente, a glicosilagdo dos antigenos. Para diminuir resultados falsos positivos,
autores trataram preparados antigénicos com metaperiodato de sédio (ALARCON DE NOYA
et al., 2000; SUDRE et al., 2007; KIRINOKI et al., 2011). O periodato oxida grupos de
hidroxilas vicinais de carboidratos em residuos aldeidicos, alterando a estrutura de possiveis
epitopos, o que permite a discriminacdao dos alvos das respostas de reatividade cruzada

(EYLAR; JAENLOZ, 1962; WOODWARD; YOUNG JR; BLOODGOOD, 1985).

Ao caracterizar-se a organizagao estrutural, por microscopia eletrbnica, da
cuticula de adultos e larvas de S. venezuelensis, foi demonstrado que a superficie tem
composi¢ao glicidica (MARTINEZ; SOUZA, 1995, 1997). A investigacdo da adesdo de S.
venezuelensis in vitro e in vivo revelou que ha secrecao de substancias adesivas mucinosas
produzidas pelas glandulas esofdgicas (MARUYAMA; NAWA, 1997; MARUYAMA et al., 2000,
2003). Foi comprovado que essas substancias sdo necessarias para a fixacdo dos parasitos a
mucosa intestinal do hospedeiro, mas s3ao bloqueadas por glicosaminoglicanos de
mastécitos (MARUYAMA et al., 2000). A distribuicdo longitudinal das fémeas parasitas é
influenciada pelos carboidratos sulfatados da mucosa do hospedeiro (MARUYAMA; NAWA;
OHTA, 1998; MARUYAMA et al., 2002). As moléculas secretadas pelas fémeas
partenogenéticas mostraram perfil de adesdo a lectinas, indicando natureza glicoproteica,
(MARUYAMA; NAWA, 1997) e, apds deglicosilagio com metaperiodato, ndo foram
reconhecidas pelo anticorpo monoclonal 3D7-286 (MARUYAMA et al., 2003). Além disso, em
larvas L3 de S. venezuelensis recuperadas do pulmao, foi detectado um grupo de transcritos
regulados positivamente que codificam enzimas que catalisam a biossintese de glicanos
secretados que podem ser importantes na interacdo com o epitélio do hospedeiro (YOSHIDA
et al., 2011; NAGAYASU et al., 2013). Assim, as substancias glicoproteicas de S. venezuelensis
tém importancia no estabelecimento do parasito e no reconhecimento destas substancias

pelo hospedeiro.

Lectinas e enzimas glicoliticas foram empregadas na analise dos
comportamentos termo e quimiocinético de S. ratti. O entendimento dos movimentos

larvais é relevante para analise de mecanismos como a penetracdo na pele do hospedeiro e
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posterior migracao tecidual. Os tratamentos com aglutininas alteraram a percepg¢do das
pistas ambientais (TOBATA-KUDO; KUDO; TADA, 2005a,b). Ainda que existam variacGes
moleculares e estruturais nos carboidratos dos termo e quimiorreceptores das varias

espécies do género, acredita-se que fungdes similares sdao mantidas em S. venezuelensis.

Gonzaga e colaboradores (2011a) demonstraram que a fragdo antigénica,
obtida de larvas filarioides de S. venezuelensis, sem afinidade com concanavalina-A,
apresentou melhor performance para detectar 1gG. A avaliagdo de novos preparados
antigénicos tem particular importancia nos testes em que a detec¢do cruzada e casos falsos
positivos ndo foram superados pelo aumento da diluicdo do soro. Além disso, determinar
quando a indugdao de uma resposta isotipo-especifica é direcionada ao reconhecimento de
uma porgcao proteica ou glicidica tem implicagdes para o desenvolvimento de vacinas

(FAIRLIE-CLARKE et al., 2010).



2. OBJETIVOS

Objetivo geral
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Avaliar diferentes fragdes antigénicas de larvas filarioides (L3) de

Strongyloides venezuelensis no imunodiagndstico da estrongiloidiase humana.

Objetivos especificos

1.

Isolar componentes antigénicos a partir do extrato salino de larvas filarioides

de S. venezuelensis em cromatografia de troca iGnica e de gel filtragao;

Tratar larvas filarioides de S. venezuelensis e seu extrato salino com
metaperiodato de sédio para deglicosilacdo quimica e investigar histo- e

guimicamente alteracdes no conteldo de carboidratos;

Analisar o perfil eletroforético das fragdes antigénicas obtidas em gel de

poliacrilamida unidimensional (1D);

Detectar anticorpos 1gG anti-Strongyloides por ELISA, frente aos
extratos/fragdes antigénicos obtidos, em amostras de soro para o diagndstico

da estrongiloidiase humana;

Avaliar o perfil de reconhecimento das subclasses de IgG (I1gG1, 1gG2, 1gG3 e

IgG4) do antigeno deglicosilado nos diferentes painéis de amostras de soro;

Identificacdo de proteinas de interesse, da fracdo obtida por gel filtracdo, por

espectrometria de massa.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Aspectos éticos

Este estudo foi realizado no Laboratério de Diagndstico de Parasitoses,
Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICBIM), Universidade Federal de Uberlandia (UFU), sob
responsabilidade da Profa. Dra. Julia Maria Costa-Cruz. De acordo com o Comité de Etica em
Pesquisa/UFU (CEP/UFU) o presente estudo foi aprovado sob o registro N2 188/2009, como
parte do projeto “Fracdes antigénicas de larvas filarioides de Strongyloides venezuelensis no
imunodiagndstico da estrongiloidiase humana”. As amostras de soro dos grupos de estudo
estavam disponiveis e armazenadas no Banco de Amostras Bioldgicas, no respectivo
Laboratério de Diagndstico de Parasitoses. A manutencdo dos espécimes humanos foi
aprovada pelo CEP/UFU sob o protocolo N2 041/2008. A obtencdo de Strongyloides
venezuelensis foi aprovada sob o parecer do Comité de Etica na Utilizagdo de Animais
(CEUA/UFU) de N2 075/2008 para o projeto “Manutencdo da cepa de Strongyloides

venezuelensis em Rattus norvegicus Wistar”.

3.2 Amostras de soro

Para validacdo do extrato total e das fragGes antigénicas foram testadas
amostras de soro de trés grupos. Grupo 1 (G1) — amostras de soro de pacientes com
diagndstico parasitolégico definitivo para Strongyloides stercoralis. Grupo 2 (G2) — amostras
de soro de pacientes infectados por outros parasitos. Grupo 3 (G3) - soro de individuos
voluntarios saudaveis baseados no perfil: moradores de area endémica, regido de
Uberlandia, sem histdrico e aspectos clinicos de infecgdo por S. stercoralis. As amostras de
soro integraram o Banco de Amostras Bioldgicas apds exames parasitoldgicos de fezes,
realizados com, pelo menos, trés amostras, pelos métodos de Baermann-Moraes
(BAERMANN, 1917; MORAES, 1948) e de Lutz (1919). Segue abaixo a composi¢do do painel

de soros para cada objetivo.



Quadro 1. Painel de amostras de soros
CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA NA OBTENCAO DE FRACOES ANTIGENICAS COM
POTENCIAL USO NO SORODIAGNOSTICO DA ESTRONGILOIDIASE
Grupo Amostras (n = 155)
G1 n=50
Parasito(s)
Ancilostomatideo
Ascaris lumbricoides
Entamoeba histolytica/dispar
Enterobius vermicularis
Giardia lamblia
Hymenolepis nana
Schistosoma mansoni
Taenia sp. (teniase)
Taenia solium (cisticercose)
Trichuris trichiura
Coinfecgao
Ancilostomatideo + H. nana 1
A. lumbricoides + ancilostomatideo 1
A. lumbricoides + T. trichiura 1
A. lumbricoides + ancilostomatideo + T. trichiura 2
G3 n=>50
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Quadro 2. Painel de amostras de soros
CARACTERIZACAO IMUNOQUIMICA E UTILIZACAO DE FRACOES ANTIGENICAS
DEGLICOSILADAS DE Strongyloides venezuelensis NO DIAGNOSTICO

DA ESTRONGILOIDIASE HUMANA
Grupo Amostras (n = 160)
G1 n=50

Parasito(s) n=60

Ancilostomatideo

Ascaris lumbricoides

Entamoeba histolytica/dispar

Enterobius vermicularis

Giardia lamblia

Hymenolepis nana

Schistosoma mansoni

G2 Taenia sp. (teniase)

Taenia solium (cisticercose)

Trichuris trichiura

Coinfeccao
Ancilostomatideo + H. nana
Ancilostomatideo + E. histolytica/dispar
A. lumbricoides + ancilostomatideo
A. lumbricoides + T. trichiura
A. lumbricoides + ancilostomatideo + T. trichiura
E. histolytica/dispar + H. nana

G3 n=>50
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o
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Quadro 3. Painel de amostras de soros
IDENTIFICACAO DE PROTEINAS DE LARVAS FILARIOIDES DE Strongyloides
venezuelensis RECONHECIDAS POR IgG DE PACIENTES COM ESTRONGILOIDIASE HUMANA
POR TECNICAS PROTEOMICAS

Grupo Amostras (n = 155)
G1 n=50
Parasito(s) n =50
Ancilostomatideo 10
Ascaris lumbricoides 10

Enterobius vermicularis 5
Giardia lamblia 2
Hymenolepis nana 4
Schistosoma mansoni 5
Taenia sp. (teniase) 3
Taenia solium (cisticercose) 2
Trichuris trichiura 3
Coinfecgao

Ancilostomatideo + H. nana

Ancilostomatideo + Entamoeba histolytica/dispar

A. lumbricoides + G. lamblia

A. lumbricoides + T. trichiura

A. lumbricoides + ancilostomatideo + T. trichiura

E. histolytica/dispar + H. nana
G3 n=>50

G2

N T G T G Y

3.3 Obtengdo de larvas filarioides (L3) de Strongyloides venezuelensis

A linhagem de S. venezuelensis foi isolada de roedor silvestre Necromys
lasiurus Lund, 1840 (Rodentia, Cricetidae), em abril de 1986, e cedida pela Profa. Dra.
Marlene Tiduko Ueta do Laboratério de Parasitologia, Instituto de Biologia, Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP). O parasito é mantido experimentalmente pela infeccao,
por via subcutanea, em ratos machos da espécie Rattus norvegicus (Berkenhout, 1769)
(Rodentia, Muridae) da linhagem Wistar Greenman & Donaldson 1906, pelo Laboratoério de

Diagndstico de Parasitoses (UFU); dgua e racao oferecidas ad libitum.

Ovos e larvas rabditoides (L1 e L2) de S. venezuelensis presentes nas fezes dos
ratos Wistar infectados foram mantidas em cultura de carvdao animal por 3 dias a 28 °C,

segundo Looss (1905 apud NEVES et al.,, 2011). Apds este processo, larvas filarioides (L3)
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foram recuperadas pelo método de Rugai, Mattos e Brisola (1954). As L3, depois de
recuperadas, foram lavadas em solucdo salina tamponada com fosfato (phosphate buffered
saline, PBS; 0,15 M, pH 7,2), contadas e conservadas a —20 °C até o momento das

preparacOes antigénicas.

3.4 Métodos parasitologicos

3.4.1 Coprocultura pelo método de Looss

O material fecal dos animais infectados foi cultivado pelo método de Looss
(1905 apud NEVES et al., 2011), misturando-se partes iguais de fezes e carvao animal umido.
Para a mistura foi utilizado béquer, bastdo de vidro e recipientes plasticos descartdveis (100
mL). Os recipientes foram cobertos com gaze cirurgica. As culturas foram colocadas em
estufa do tipo demanda bioquimica de oxigénio (biochemical oxygen demand, BOD; TE 390,
Tecnal, Brasil) a temperatura de 28°C e 70% de umidade por 3 dias. Apds este procedimento

as larvas foram recuperadas pelo método de Rugai, Mattos e Brisola (1954).

3.4.2 Técnica de Rugai, Mattos e Brisola e processamento das larvas

recuperadas

A recuperacao das larvas de S. venezuelensis, apds a coprocultura pelo
método de Looss (1905 apud NEVES et al., 2011), foi realizada pelo método de Rugai, Mattos
e Brisola (1954). Cdlices de sedimentacdo foram preenchidos com dgua 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 extensdo da abertura. O

sistema foi mantido em repouso por um periodo de 1 h. O sedimento com larvas foi coletado
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com pipeta capilar longa e transferido para tubos. Cada tubo foi centrifugado a 1000 g por
15 minutos e submetido a cinco lavagens em PBS, durante 3 min, para retirada dos residuos.
Ciclos de centrifugacdo a temperatura ambiente. Apds a ultima lavagem, o sedimento de
larvas foi ressuspenso (PBS), e o numero de larvas foi determinado, apds diluicdo de 10 pL
da suspensdo, em microscopio Optico de luz (Eclipse E200, Nikon Instruments, EUA), no
aumento de 4 vezes. As L3 de S. venezuelensis, recuperadas e contadas, foram utilizadas
para manutencdo da cepa, em ratos experimentalmente infectados, ou foram mantidas a

-20°C.

3.5 Testes histoquimicos para detecgdo de carboidratos em larvas filarioides

Testes histoquimicos para detecgdo de carboidratos foram empregados apds
tratamento das larvas filarioides de S. venezuelensis com metaperiodato de sédio (item
3.6.2). Aplicaram-se os métodos na busca por diferencas gerais na coloragdo entre larvas

nao tratadas, mantidas em PBS, ou oxidadas com metaperiodato de sédio (item 3.6.2).

A coloracdo acido periddico-reativo de Schiff (PAS, periodic acid-Schiff) foi
realizada e evidencia, principalmente, glicogénio e mucossubstancias. Em microtubos de
polipropileno, as larvas foram oxidadas com 4cido periédico (0,5 % em agua destilada, 10
min). O material foi lavado com dgua destilada por centrifugacao (15 x, 2000 g, 1 min, 1,5
mL). Depois, fixado (formol tamponado 10 %, 10 min), enxaguado (agua destilada, 1 min) e
corado em reativo de Schiff (1 g fucsina basica em 200 mL de agua destilada até ebuligdo;
resfriada a 50°C e acrescida de 2 g metabissulfito de potdssio e 10 mL acido cloridrico 3,1 %.
Apds repouso de 24 h foi adicionado 0,5 g de carvao ativado, seguida de agitacdo por 1 min
e filtracdo em papel filtro até obter solugdo de cor palha. O preparado foi armazenado em
geladeira) por 30 min e lavado novamente, como descrito. As larvas foram entdo
desidratadas (bateria: alcool 95 %, 10 seg — alcool 100 % (1, 2 e 3), 10 seg cada — xilol (1, 2 e

3), 10 min cada) e montadas em laminas e laminulas com goma Damar.
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Para a coloracdo com solucdo azul de alcido (alcian blue 8G, 1 %. Corante
preparado sob aquecimento (30 °C), agitacdo por 20 min e, ao fim, pH ajustado para 2,5), o
corante foi adicionado as larvas em microtubo, apds banho em acido acético (3 %, 3 min), e
deixada por pelo menos 2 h. As laminas foram montadas como para PAS. O azul de alcido

pode corar polissacarideos dcidos, como glicosaminoglicanos, mucopolissacarideos e outros.

A verificacdo de monossacarideos e agucares redutores foi feita utilizando
reagente de Fehling (PURVIS et al.,, 1964 apud KRAUS; ARDUIN, 1997). Larvas foram
colocadas em lamina e sobre as mesmas pingou-se uma mistura recém-preparada (1:1; v/v)
das solugcbes A (sulfato de cobre pentahidratado 6,8 % em agua destilada) e solucdo B
(hidréxido de sodio 10 % + tartarato de sddio e potassio tetrahidratado 35 % em 4agua

destilada). A lamina foi aquecida em placa aquecedora até a fervura.

Testes com base em iodo, indicado para glicogénio, quitina e outros
polissacarideos, foram feitos utilizando solu¢do de Lugol (LOCQUIN; LANGERON, 1983) e
cloreto de zinco iodado (JENSEN et al., 1962 apud KRAUS; ARDUIN, 1997). Sobre as larvas foi
pingada a solucdo de Lugol (1giodo + 2 g iodeto de potdssio + 100-400 mL agua destilada). A
coloracdo temporaria por cloreto de zinco iodado (100 g cloreto de zinco + 32 g iodeto de
potassio + 0,4 g iodo + 24 mL agua destilada) foi feita com o sobrenadante da mistura, apds
repouso. As larvas, em lamina, receberam gotas do reagente e a montagem foi finalizada
com laminula. Apds 1-2 min, na borda da laminula, foi adicionada agua e retirado o excesso

de 4dgua e reagente com papel filtro.

O material foi fotografado ao microscépio Optico (DM500, Leica
Microsystems, Alemanha) com camera fotografica digital acoplada (ICC50, Leica
Microsystems, Alemanha) no Laboratério de Andlise de Imagem, ICBIM, UFU. As coloragdes
com reagente de Fehling, solucao de Lugol e cloreto de zinco iodado foram feitas no mesmo
dia da analise. O ambiente virtual de captura das imagens foi o programa Leica Application

Suite EZ (LAS EZ, versdo 1.8.0, Leica Microsystems, Suiga).
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3.6 Producao de extrato de Strongyloides venezuelensis

3.6.1 Extrato salino

O extrato salino (ES) foi produzido a partir de aliquotas com
aproximadamente 250.000 larvas filarioides de S. venezuelensis. As larvas foram
descongeladas e ressuspendidas em PBS. Coquetel de inibidores de proteases foi adicionado
e consistiu de 1 mM PMSF (fluoreto de fenilmetilsulfonil), 1 mM EDTA (acido etilenodiamino
tetra-acético), 1 mM benzamidina, 1 pg/mL aprotinina, 2 ug/mL leupeptina (ROSKAMS;
MELLICK; RODGERS, 2007); ou 100 puL/mL de extrato de cOmplete ULTRA (Tablets, Mini,
EASYpac, Roche, Alemanha. Preparado conforme instrugdes do fabricante: 1 pastilha para
cada 10 mL de agua). Depois, as larvas foram rompidas por cridlise em banhos de nitrogénio
liguido e maceracdao em almofariz. Para os protocolos de cromatografia foi utilizado o menor
volume possivel de PBS para a maceragdo, no intuito de obter um ES de partida mais
concentrado. Apds esse procedimento, larvas inteiras ndo foram visualizadas em
microscopio. O preparado foi incubado sob agitacdo lenta por 2 h a 4 °C e, em seguida,

centrifugado a 12.400 g por 30 min a 4°C.

O sobrenadante, ES, foi analisado para dosagem proteica pelo método de

Lowry et al. (1951), distribuido em aliquotas e armazenado a —20°C até o momento do uso.

3.6.2 Tratamento do extrato salino e larvas com metaperiodato de sédio

O processo de deglicosilacdao do ES foi realizado de acordo com o protocolo
descrito na literatura (ZHUAGN et al., 1993; HERNANDEZ et al., 2008), com modificacdes.
Extrato salino foi misturado ao metaperiodato de sédio (200 mM; Sigma, Alemanha) diluido
em tampao acido (acetato de sédio 200 mM, pH 4,5; Synth, Brasil). A solugdo foi mantida no

escuro por 1 h a temperatura ambiente. Depois a reacao foi interrompida com a adicao de
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borohidreto de sddio (concentracdo final 200 mM em PBS, 30 min, temperatura ambiente;
Isofar, Brasil). Tanto a solu¢do de periodato quanto a de borohidreto foram preparadas
imediatamente no momento do uso. Como controles, ES foi incubado por 1 h 30 min a
temperatura ambiente e outra aliquota foi tratada com tampdo acetato de sddio e

denominada de ES’.

Para analise do perfil eletroforético foram utilizados ES, ES’ e os preparados
logo apds oxidacdo com metaperiodato de sédio (MP 1) e reducdo com borohidreto de sédio
(MP 2). O ES, ap6s deglicosilagado, foi dialisado (PBS, 4-8 °C) e concentrado em unidades de
centrifugo-filtracdo (Amicon Ultracel — 3K, Millipore, Irlanda), de acordo com as
recomendagdes do fabricante. Apds 3 ciclos de centrifugacdo, o conteudo foi recuperado,
armazenado (—20 °C) e utilizado como MP. ES, ES’ e MP tiveram analisados o conteldo
proteico (LOWRY et al., 1951) e de carboidratos pela reacdo fenol-acido sulfurico (MATSUKO

et al., 2005).

De forma semelhante, larvas filarioides integras foram tratadas, com o
protocolo descrito, para utilizacdo em testes histoquimicos para deteccdo de carboidratos,
com as seguintes consideracdes. O controle constituiu-se de larvas mantidas em PBS até o
momento dos testes. Apds adicdo de metaperiodato de sddio, no escuro, aliquotas de larvas
foram mantidas nos tempos 30 min, 1 h ou 2h. Todos os passos foram realizados em
microtubos, com troca de solu¢des apds centrifugacado (2000 g, 1 min). Ao final, o excesso de

reagentes foi lavado como PBS e os tubos armazenados (=20 °C).

3.7 Cromatografias do extrato salino de Strongyloides venezuelensis

3.7.1 Cromatografia em resina de troca ionica

O extrato salino de S. venezuelensis foi fracionado em resina de troca iOGnica

dietilaminoetil-Sepharose (GE Healthcare, EUA) — DEAE. A suspensao de resina foi distribuida
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em microtubo (1,5 mL) e centrifugada (2000 g, 1 min) até atingir um volume final de resina
de 200 pL. A mesma foi equilibrada com 2 mL de PBS (4-8 °C, 2000 g, 3 x, 2 min) e procedeu-
se ao fracionamento. Foram aplicados 200 plL (1200 pg) de extrato salino total, seguido de
20 min de agitacdo horizontal sob refrigeracdo. O sobrenadante constituiu a 1° fragio — DEAE
S1 — flow through ou volume excluido, a qual ndo interagiu com a resina. Depois, a resina foi
lavada com PBS (4-8 °C), 10 vezes o volume de resina — em ciclo de centrifugac¢do (2000 g, 3
X, 2 min) — e eluida com tampdo PBS (pH 8,0) acrescido de cloreto de sédio (0,5 M). O
sistema foi agitado horizontalmente, por 10 min e, logo apds, centrifugado (2000 g, 2 min).
O sobrenadante deste constituiu a 2° fracdo — DEAE S2 — com componentes analiticos que
interagiram com o grupo DEAE. Depois de utilizada, a resina foi recuperada em ciclos de
centrifugacao, 3-5 vezes, de lavagens alternadas com tampdes acido (acetato de sédio, 200
mM, pH 4,5) e basico (carbonato-bicarbonato, 0,06 M, pH 9,6). A resina foi armazenada em
etanol (20%) e armazenada sob refrigeracao (4-8 °C). Foi realizada dosagem proteica das

fragGes resultantes pelo método de Lowry e colaboradores (1951).

3.7.2 Cromatografia em resina de gel filtragao

Preparou-se a suspensdao da resina para cromatografia de gel filtracdo
(Sephacryl S-100 High Resoultion, GE Healthcare, EUA) em volume final de 80 mL na coluna
(vidro, tamanho 1,5 x 50 cm, volume maximo 89 mL, area da seccdo transversal 1,77 cm?,
Bio-Rad Laboratories, EUA), suficiente para aplicagdo do extrato salino (5 % do leito
cromatografico). A resina foi empacotada com agua ultrapura a temperatura ambiente. Com
uma pipeta a resina foi adicionada em movimentos circulares pela parede da coluna até
formacdao de decantado homogéneo. Apds o empacotamento, foi armazenada em

refrigerador (4-8°C).

A resina foi equilibrada em PBS com pelo menos 5 vezes o volume da coluna.
O extrato salino (4 mL, concentragdo minima de 6000 pg/mL), apds centrifugacdo e

acréscimo de inibidores de proteases (coquetel descrito no item 3.6.1), foi aplicado a coluna
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com auxilio de seringa (50 mL) e bombeado até o influxo total. Em seguida, foram
adicionados e bombeados 4 mL de PBS (4-8 °C) para evitar a formacdo de camaras de
mistura. As fracbes foram coletadas automaticamente (modelo 2110, Bio-Rad, EUA) em
aliquotas de, aproximadamente, 1 mL. O volume final coletado correspondeu ao dobro do

volume da resina (160 mL).

As aliquotas foram monitoradas quanto a presenca de conteudo proteico pelo
método de Bradford (1976) e lidas em espectrofotdmetro de microplacas a 595 nm (Epoch,
BioTek Instruments, EUA). O cromatograma foi gerado, e os tubos compreendidos no pico
de absorbancia foram analisados por eletroforese unidimensional, que permitiu a definicao
de quatro fracdes (F1-F4). Apds o uso, a resina foi lavada com PBS e armazenada (4-8 °C) em

PBS acrescido de azida sédica (0,1 %).

3.8 Anadlise do perfil eletroforético das amostras antigénicas em gel de

poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE)

A técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de
sédio (sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE) foi realizada
para analisar o perfil proteico do extrato salino e das fragdes antigénicas de S. venezuelensis.
As amostras e o padrdo de massa molecular (RECOM BLUE Wide Range Protein Marker, Real
Biotech, Taiwan) foram submetidos a SDS-PAGE, em tampdo descontinuo, condicOes
desnaturantes e ndo redutoras, de acordo com Laemmli (1970) e sistema de placas de vidro

descrito por Studier (1973).

O gel foi preparado em suporte do sistema completo de cuba eletroforética
vertical para mini-gel (SE300 miniVE, Hoefer, EUA), nas concentragdes de 12 %, 13 %, 15 %
ou 17 % para o gel de separacdo, e de 5 % para o gel de empilhamento. As concentracoes
dos géis de separacao foram variadas para melhor resolucdo das amostras antigénicas. Antes

da aplicagdo no gel, o extrato e as fragdes foram diluidos, em diferentes concentragdes, em
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tampdo de amostra (Tris-HCI 100 mM (pH 6,8) + SDS 4 % + azul de bromofenol 0,2 % +
glicerol 20 %) e, entdo, submetidos a fervura por 3 min em banho-maria (100 °C). Apds
aquecimento, as amostras foram imersas, rapidamente, em banho de gelo e centrifugadas
(2000 g, 1 min). As placas foram acopladas nas cubas contendo tampdo de corrida Tris-
glicina-SDS (25 mM Tris, 192 mM glicina, 5,5 mM SDS). A migracao dos polipeptideos

ocorreu em corrente constante de 20 mA.

A coloracdo foi realizada com nitrato de prata, pelo método de Friedman
(1982) modificado, ou em azul de Coomassie G-250 (LAWRENCE; BESIR, 2009; DONG et al.,
2011), ambos em aparelho de micro-ondas. Quando corados, foram mantidos em acido
acético 3% até a digitalizacdo em scanner para documentagdo. A analise foi feita utilizando
método grafico pelo programa Image J (versdao 1.44, National Institutes of Health, EUA) e os
picos do perfil de cada amostra foram comparados ao padrao de massa molecular referéncia

em kiloDalton (kDa) para estimar as massas moleculares relativas.

3.9 Testes soroldgicos

3.9.1 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

Experimentos preliminares foram realizados para determinar as condigOes
Otimas para os ensaios ELISA, por titulacdo em bloco dos reagentes — extratos do mesmo
lote, amostras de soro e anticorpos conjugados as enzimas para detec¢ao dos anticorpos
anti-Strongyloides. Por lote deve-se entender que para cada estudo foi preparado extrato

salino e fragBes antigénicas suficientes para realizacdo do teste ELISA.

3.9.1.1 ELISA para detecc¢ao de IgG anti-Strongyloides

A reagdo ELISA para detecgdo de IgG sérica foi realizada conforme protocolo

descrito por Gonzaga e colaboradores (2011b), com modificagbes. Microplacas de
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poliestireno (Greiner Bio-One, Alemanha) foram utilizadas como suporte para a adsor¢do do
antigeno (ES; ES’, MP; DEAE S1, DEAE S2; F1-F4) em concentrag¢do de 5 pg/mL, a um volume
final de 50 pL/poco, em tampao carbonato-bicarbonato (0,06 M, pH 9,6); e mantidas a 4 °C,
durante 18 h, em camara umida. Depois de sensibilizadas, as placas foram lavadas por 3
vezes de 5 min cada, com PBS contendo Tween 20 a 0,05 % (PBS-T); nos protocolos com ES,
ES’ e MP apenas 1 vez, somente apds sensibilizacdo. Apds as lavagens, foram adicionados 50
uL/pogo das amostras de soro, dos grupos G1, G2 e G3, diluidas 1:160 em PBS-T contendo
leite em pd desnatado (3 %, PBST-L). A incubagdo das amostras de soro ocorreu por 1 h a
37 °C. Apos outro ciclo de lavagem, foram adicionados anticorpos anti-lgG humana Fc
especifica conjugado a peroxidase (1:2000 em PBS-T; Sigma, Alemanha) para deteccdo de
IgG. A placa foi mantida por 1 h a 37 °C. Em seguida, apds ciclo de lavagem, a reacgao foi
revelada com solucdo cromdgena de o-fenilenodiamina e peréxido de hidrogénio (10 mg o-
fenilenodiamina (Sigma, EUA) + 10 pL perdxido de hidrogénio 30 % (Merck, Alemanha) + 25
mL tampado citrato-fosfato, 0,1 M, pH 5,5). A placa foi mantida por 15 min a temperatura
ambiente, ao abrigo da luz, e a reag¢do interrompida pela adi¢do de 25 pL/poco de solugdo 2
N de acido sulfurico. A leitura para obtencdo da densidade 6tica (DO) foi realizada em leitor
de microplaca (TP Reader, Thermo Plate, Brasil) com filtro de 492 nm. Os valores foram

expressos de acordo com o descrito no item 3.11.

3.9.1.2 ELISA para detecgcdo de subclasses de IgG (IgG1, 1gG2, 1gG3 e 1gG4) anti-

Strongyloides

Placas de microtitulagao de alta afinidade (Costar 3590, Corning, EUA) foram
sensibilizadas com ES, ES’ ou MP, diluidos a uma concentragdo de 10 pg/mL (50 pL/poco) em
tampao carbonato-bicarbonato (0,06 M, pH 9,6), e mantidas overnight a 4°C. A seguir, foram
lavadas por 1 vez com PBS-T (5 min). Cada amostra de soro foi diluida a 1:40 para a deteccdo
de IgG1 e IgG3 e a 1:10 nos ensaios de 1gG2 e IgG4, adicionadas as placas e incubadas por 1 h

30 min a 37 °C. A diluicdo do soro foi feita em PBST-L 3 %. Terminada a incubacdo, seguiu-se
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ciclo de 3 lavagens (5 min cada) com PBS-T. Depois, os anticorpos secundarios biotinilados
anti-subclasses (I1gG1, 1gG2, 1gG3 ou I1gG4) (IgG1 e 1gG4 — Calbiochem, EUA; 1gG2 e IgG3 —
Sigma, EUA) de IgG humana Fc especifica foram adicionados na diluicdo de 1:1000. A diluicdo
foi feita em PBS-TL 1,5 %, com periodo de incubagdo de 1 h 30 minutos a 37 °C. Seguiu-se
outro ciclo de lavagem, e foi adicionada estreptavidina peroxidase (1:400 em PBS-T, 30 min a
temperatura ambiente; Calbiochem, EUA). Posterior a um novo ciclo de lavagem com PBS-T,
a reacao foi revelada como descrito no item 3.9.1.1. A densidade ética foi determinada em
leitor de microplaca em comprimento de onda de 492 nm. Os resultados foram expressos de

acordo com o descrito no item 3.11.

3.10. Espectrometria de massas, pesquisa no banco de dados e identificacdo das

proteinas

A identificacdo de proteinas de S. venezuelensis por espectrometria de massas
(mass spectrometry; MS) foi realizada apds sele¢do da fragdo obtida por gel filtragdo com

base nos melhores parametros no ensaio ELISA-IgG.

Bandas de gel resolvido em SDS-PAGE 1D 15 % e corados por nitrato de prata
foram excisados manualmente. O procedimento de preparagdo de amostras para MS foi
feito de acordo com o protocolo do Biomolecule Analysis Core Facility da University of Texas
at El Paso (UTEP) disponibilizado em http://science.utep.edu/bbrc/index.php/center-
guidelines/how-to-submit-ms-samples, acesso em 2014, com modificacées. Em capela de
fluxo laminar, previamente limpa com alcool metilico, as bandas foram excisadas o mais
precisamente possivel. Todos os materiais foram previamente lavados com dalcool metilico
para diminuir contaminantes. Cada banda foi acondicionada em microtubo de polipropileno
(1,5 mL), pré-lavado com acetonitrila, e entdo foi lavada com acetonitrila (4 x, 5 min) com
agitacdo ocasional, para retirada de detergentes e sais residuais. Logo apds, a acetronitrila

foi removida por pipetagem e as amostras congeladas (—20°C).
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As analises seguintes foram realizadas pelo Centro de Facilidades para a
Pesquisa (CEFAP) da Universidade Federal de Sao Paulo (USP, Sdo Paulo), no Laboratério de
Espectrometria de Massas — coordenado pela Profa. Dra. Sirlei Daffre. Apds digestdao
enzimatica os peptideos resultantes foram analisados e sequenciados. A plataforma utilizada
pelo CEFAP foi a EASY nanolLC II-LTQ Orbitrap Velos-ETD (Thermo Scientific, EUA) acoplada a
técnica de nanocromatografia liquida (EASY-nanoLC Il), na qual os peptideos sdo separados
em uma coluna com resina de fase reversa C18 (reversed-phase high performance liquid
chromatography (RP-HPLC). A eluicdo sequencial dos peptideos foi realizada em gradiente
de acetonitrila por 45 min e separados e analisados no espectrémetro de massas (LTQ-

Orbitrap Velos ETD).

Os espectros gerados foram processados com as ferramentas computacionais
da plataforma, resultando em uma lista posteriormente pesquisada contra os bancos de
dados UniProt (http://www.uniprot.org/) e National Center for Biotechnology Information
(NCBI; http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/). Entre os critérios de busca utilizados estavam: massas
moleculares, perda do sitio de clivagem, pontos isoelétricos, cisteinas modificadas por
carboxamidometilacao e possiveis modificagcdes, como oxidacdao de metionina. Os resultados
das identificacoes foram observados por software e validados de acordo com o g-value, que
estima a taxa de classificacdes erradas entre um conjunto de espectros de massas. Os
resultados obtidos foram selecionados em relacdao ao género Strongyloides e consideradas

as identificacGes de proteinas com maiores score, taxa de cobertura e peptideos Unicos.

Andlises basicas in silico foram obtidas no modo padrdo dos
programas/servidores, sem eventuais ajustes. O servidor ModWeb versdo ri163
(https://modbase.compbio.ucsf.edu/modweb/) foi utilizado para selecionar os templates de
estruturas tercidrias de outras proteinas, para a construcdo dos modelos das proteinas de
Strongyloides sp. identificadas. As estruturas resolvidas e depositadas no Protein Data Bank,
com o melhor score e longest well scoring mode, foram consideradas como templates
principais. Somente um modelo parcial gerado foi considerado, a partir da identidade da
sequéncia e outros parametros de qualidade confidveis e, entdo, obtido o arquivo em

extensdo chimerax. O programa UCSF Chimera versao 1.10.1 (Resource for Biocomputing,
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Visualization, and Informatics at the University of California, San Francisco, EUA) foi aplicado
para andlises dos graficos moleculares, especificamente, a apresentacdo em cartoon da

estrutura terciaria com os epitopos preditos coloridos.

A predi¢ao de epitopos lineares de células B foi feita pelo método BepiPred
disponivel na plataforma de recursos Immune Epitope Database Analysis Resource
(http://tools.immuneepitope.org/bcell/). BepiPred prevé a localizacdo de epitopos lineares
de célula B usando uma combinagao de hidden Markov model e propensity scale method. Os
residuos de aminodcidos com escores acima do limiar (padrdo 0,35) sdo previstos como

parte de um epitopo. Foram considerados epitopos preditos com pelo menos 3 aminoacidos.

O alinhamento de sequéncias multiplas de proteinas da mesma familia,
presente em nematddeos ou no homem, foi realizado na ferramenta COBALT (Constraint-
based Multiple Alignment Tool; http://www.st-
va.ncbi.nlm.nih.gov/tools/cobalt/cobalt.cgi?CMD=Web). Parametros de alinhamento

padrdo: layout de residuos conservados e colunas com e sem gaps.

3.11 Analise estatistica

Para analise estatistica foi utilizado o programa computacional, com pacote
estatistico, GraphPad Prism versdes 5.0 e 6.0 (GraphPad Software, EUA). As varidveis foram
analisadas com os testes especificos, paramétricos ou ndo-paramétricos, segundo a
distribuicdo dos dados. Além dos testes de normalidade, inclusos no programa, foi realizado

o teste de Lillefors disponivel em http://in-silico.net/tools/statistics/lillieforstest.

Os dados de ELISA foram submetidos a andlise pela curva two-graph receiver
operating characteristic (TG-ROC), que avaliou, em conjunto, os valores de sensibilidade e de
especificidade para obtencdo de um ponto otimo (cut-off) da reacdo para cada
extrato/fracdo analisado, combinada com a receiver operating characteristic curve (ROC)

(GREINER, 1995; GREINER; SOHR; GOBEL, 1995). A planilha de TG-ROC elaborada por Greiner



54

(1995) esta disponivel em: jim.mscs.mu.edu no diretério pub/Greiner. Os resultados da
reatividade dos soros foram expressos em densidade 6tica (DO) ou por indice ELISA (IE) —
valor de absorbancia dividido pelo cut-off, para cada extrato antigénico. Consideraram-se

como positivas as amostras com IE > 1,0, isto é DO > cut-off.

Analise de variancia (ANOVA, F) ou teste de Friedman (F) com pds-teste de
Wilcoxon (W) ou t de Student (t) para amostras pareadas foram conduzidos (SADOYAMA;
SILVA; SOPELETE, 2005). A corre¢do de Bonferroni-Holm para comparagdes multiplas
(HOLM, 1979) foi aplicada, quando 3 ou mais extrato/fracbes foram avaliados, para
diferencas estatisticas na deteccdo de IgG. Quando o pds-teste realizado incluia
comparacdes multiplas, como o de Bonferroni e o de Dunn, ndo foi aplicado o fator de
corregao. Two-way ANOVA para os fatores antigenos (ES e MP) e subclasses de 1gG (IgG1,
1gG2, 1gG3 e 1gG4), seguida de teste de comparacdo multiplas de Siddk, foi usada para

determinar como a resposta/deteccdo foi afetada pelos dois fatores.

A deteccdo de IgG utilizando cada preparagdo antigénica foi analisada em
termos de sensibilidade (Se) e especificidade (Es). Os indices foram determinados conforme
as férmulas previamente descritas (YOUDEN, 1950). Foram utilizadas as terminologias:
verdadeiro positivo (a), verdadeiro negativo (d), falso positivo (b) e falso negativo (c); e as
seguintes formulas: Se =[a/ (a +¢)] x 100 %; Es = [d / (b + d)] x 100 %. Construiram-se curvas
ROC para descrever indices de eficacia diagndstica (MARTINEZ; LOUZADA-NETO; PEREIRA,
2003). Area sob a curva ROC ou area under ROC curve (AUC), indice da acuracia diagndstica,
foi calculada, e valores proximos a 1 indicam um teste informativo; valores proximos a 0,5

indicam um teste sem informacdo diagndstica (HANLEY; McNEIL, 1982).

A comparacao de AUC entre antigenos, quando derivadas do mesmo painel
de soro, foi feita pelo método descrito por Hanley e McNeil (1983). Razdes de
verossimilhanca ou likelihood ratios (LR), parametros de eficiéncia diagndstica independente
da prevaléncia (GREINER; SOHR; GOBEL, 1995), foram calculadas, como segue: LR+ = Se / (1
— Es), a qual indica qual a probabilidade de pacientes com estrongiloidiase ter um teste

especifico positivo comparado com outros pacientes/individuos; e LR- = (1 - Se) / Es,
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definida como a probabilidade de ter-se um resultado negativo no teste para pacientes com
estrongiloidiase. Valores de probabilidade (P) < 0,05 foram considerados significantes e

intervalos de confianca (IC) de 95% foram apresentados para os cdlculos de Se, Es e AUC.

Alternativamente, com dados de TG-ROC, os valores de: 0p — ponto de
cruzamento das curvas de Se e especificidade Es, intervalo intermedidrio ou intermediate
range (IR) — amplitude de valores de cut-off em DO para a interpretacdo de resultados e
valid range proportion (VRP) — propor¢do da faixa de medi¢do com resultados inequivocos
foram apresentados para a comparag¢ao dos testes (GREINER, 1996). As medidas de
dispersdo apresentadas para IR foram o limite inferior e superior e para VRP 95 % IC. VRP e

B0 ndo dependem da selegdo de um uUnico cut-off.

3.12 Normas de biosseguranca

Os procedimentos de colheita e manuseio dos materiais bioldgicos e
reagentes, como também a utilizacdo dos equipamentos, foram cumpridos de acordo com
as normas de biosseguranca descritas no manual de Biosseguranga em Laboratdrios

Biomédicos e de Microbiologia (BRASIL, 2006).
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4. RESULTADOS

4.1
CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA NA OBTENGAO DE FRAGOES ANTIGENICAS COM
POTENCIAL USO NO SORODIAGNOSTICO DA ESTRONGILOIDIASE

4.1.1 Obtencgao de fragoes de Strongyloides venezuelensis em resina DEAE

Foi utilizada a resina de troca i6nica dietilaminoetil-Sepharose (DEAE) para
fracionar o extrato salino total de larvas filarioides de S. venezuelensis (ES) em DEAE S1 e
DEAE S2, a qual interagiu com a coluna. A concentragao proteica de extrato salino foi de

6000 pg/mL, e das fragdes DEAE S1 e DEAE S2 1400 pg/mL e 670 ug/mL, respectivamente.

4.1.2 Analise do perfil eletroforético do ES e das fracoes DEAE S1 e DEAE S2

por SDS-PAGE

Os perfis eletroforéticos das fragdes antigénicas, apds serem submetidas a
SDS-PAGE 12 % e coradas por nitrato de prata, sdo mostrados na figura 1. O ES mostrou
componentes proteicos com massas moleculares variando de < 15 a 240 kDa. As fracdes
DEAE S1 e DEAE S2 tiveram regibes de bandas diferenciais, como a de 82 kDa, e
parcialmente complementares ao ES. Na fracdo DEAE S1, foi observada uma regido
enriquecida de 21 a < 15 kDa. A analise de DEAE S2 revelou um perfil proteico de maior

amplitude, principalmente, nos componentes de 21 a 50 kDa.



DEAE S1

>100

Figura 1. Perfis eletroforéticos do extrato salino (ES) total de larvas filarioides de Strongyloides venezuelensis e das fracdes obtidas
por cromatografia de troca ibnica em resina dietilaminoetil-Sepharose — DEAE (DEAE S1 e DEAE S2, esta ultima que interagiu com a
resina) e analise pelo software Image J. SDS-PAGE 12 %, coloragdo por nitrato de prata. PM — padrdo de massa molecular em

kilodaltons (kDa).

LS
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4.1.3 Detecgao de IgG por ELISA utilizando ES e frag6es DEAE S1 e DEAE S2

As amostras de soros foram testadas por ELISA utilizando ES e suas fragdes
obtidas por cromatografia de troca i6nica (DEAE S1 e DEAE S2) (Figura 2). No G1, 88 %
(44/50) das amostras foram positivas quando se utilizou o extrato salino total (ES), 80 %
(40/50) em DEAE S1 e 92 % (46/50) para DEAE S2. Pela analise dos padrées de detecgdo em
G2, taxas de positividade de 9 % (5/55) foram observadas utilizando ES e DEAE S1 e 5 %
(3/55) para DEAE S2. No G3 a positividade foi de 20 % (10/50), 26 (13/50) e 12 % (6/50) para
ES, DEAE S1 e DEAE S2, respectivamente. Diferencas na positividade foram acompanhadas
por uma diferenca estatisticamente significante nos niveis de anticorpos (F = 21,71; P <
0,0001) de acordo com a fragao antigénica utilizada (Figura 2). Notadamente, a fragdo DEAE
S2 apresentou a maior mediana no G1 (1,924; SA x DEAE S2, W = -769,0, P = 0,0002; DEAE
S1 x DEAE S2, W =-973,0, P < 0,0001) e menor no G2 (0,512; ES x DEAE S2, W = 1134,0, P <
0,0001; DEAE S1 x DEAE S2,W =950,0, P < 0,0001) e G3 (0,687; ES x DEAE S2, W = 845,0, P <

0,0001; DEAE S1 x DEAE S2, W =-1099,0, P < 0,0001).

A reatividade cruzada no G2 (IE > 1) foi observada quando testadas amostras
de pacientes infectados com ancilostomatideo (3/12 ES, DEAE S1 e DEAE S2), E. vermicularis
(1/5 ES e DEAE S1), G. lamblia (1/6 ES) e A. lumbricoides (1/6 DEAE S1). Demais amostras de
outras parasitoses ndo apresentaram resultados positivos. De acordo com o cut-off
estabelecido pelas curvas ROC e TG-ROC, a sensibilidade e a especificidade foram,
respectivamente, de 88 % e 85,7 % para ES; 80 % e 82,9 % para DEAE S1 (Figura 3). Quando
aplicada DEAE S2 como fracdo antigénica conseguiu-se o melhor desempenho diagndstico na
detecgdo de IgG com valores iguais a 92 % de sensibilidade e 91,4 % de especificidade
(Figura 3). Anadlise da curva ROC (Figura 3) demonstrou que os preparados antigénicos
distinguiram eficientemente os pacientes com estrongiloidiase dos grupos controle. A
eficiéncia do teste, indicada pela AUC, mostrou que a deteccdo de IgG utilizando a fracao
DEAE S2 (AUC = 0,981) atingiu o valor mais préximo ao valor maximo de eficiéncia (AUC =
1,00). Comparando as curvas ROC pelo método de Hanley e McNeil (1983), DEAE S2 atingiu
um valor estatisticamente maior que ES (AUC = 0,957; z = -3,464, P=0,0008) e DEAE S1 (AUC

=0,915; z = -3,509, P=0,0005) (Figura 3).
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LR+ para o ES foi de 6,16 e para a fragdo DEAE S1 4,67, indicando uma
probabilidade moderada e pequena de um resultado verdadeiro positivo para
estrongiloidiase, respectivamente. Para DEAE S2 o valor da LR+ (10,73) estabelece um teste
eficiente. Os valores de LR- para ES (LR- = 0,14) e DEAE S1 (LR- = 0,24) sugeriram que ambos
os testes tem um efeito moderado na diminuicdo na probabilidade do diagndstico da
doenca, enquanto uma baixa LR- (< 0,1) para DEAE S2 (LR- = 0,09) praticamente exclui a

chance de o paciente estar infectado (Figura 3).
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] DEAE St
DEAE S2

IgG anti-Strongyloides (IE)

0,1
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mediana 1,734 1,640 1,640 0,629 0,617 0,512 0,740 0,840 0,687
positividade (%) 88 80 92 9 9 5 20 26 12
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Figura 2. Deteccao de IgG anti-Strongyloides em amostras de soro de pacientes
com estrongiloidiase (G1, n = 50), outras infeccées parasitarias (G2, n = 55) e
individuos endémicos normais (G3, n = 50) pelo método ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay) utilizando extrato salino (ES) de larvas filarioides de
Strongyloides venezuelensis ou fragées obtidas em cromatografia de troca i6nica
DEAE S1 (fracdo nao-ligante) e DEAE S2 (fracdo que interagiu com a resina).
Dados sao apresentados em escala logaritmica em caixas e barras (box-and-
whisker plot) com representacdo de minimo, quartil inferior (25-50 %), mediana,
quartil superior (50-75 %) e maximo. Linha pontilhada indica o cut-off do indice
ELISA (IE = 1). Significancia estatistica foi calculada pelo teste de Friedman e pés-
teste de Wilcoxon com corregéo de Bonferroni-Holm (*P < 0,05).
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Figura 3. Curvas ROC indicando cut-off, sensibilidade (Se), especificidade (Es), area sob
a curva (area under curve, AUC) (com os intervalos de confianca , IC) e likelihood ratios
(LR+ e LR-) na deteccao de IgG anti-Strongyloides em amostras de soro utilizando
extrato salino (ES) de larvas filarioides de Strongyloides venezuelensis e fragdes obtidas
em cromatografia de troca i6nica - DEAE S1 (fracdo nao-ligante) e DEAE S2 (fragdo que
interagiu com a resina). Comparacdo da AUC de cada teste ELISA, derivada do mesmo
painel de soros, utilizando como preparagdes antigénicas ES, fracdes DEAE S1 ou DEAE
S2 pelo método de Hanley & McNeil.
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4.2
CARACTERIZACAO IMUNOQUIMICA E UTILIZACAO DE FRACﬁES ANTIGENICAS
DEGLICOSILADAS DE Strongyloides venezuelensis NO DIAGNOSTICO

DA ESTRONGILOIDIASE HUMANA

4.2.1 Tratamento de larvas filarioides e extrato salino de S. venezuelensis

com metaperiodato de sédio

O processo de deglicosilagdo das larvas filarioides e do ES de S. venezuelensis
foi realizado com metaperiodato de sédio. Os resultados dos testes histoquimicos para
carboidratos sdo apresentados na figura 4. As coloragdes com PAS (Figura 4A), azul de alcido
(Figura 4B) e solugcdo de Lugol (Figura 4C) nao apresentaram diferencas de marcagao entre
larvas controle, mantidas em PBS, e tratadas quimicamente em 3 tempos experimentais. A
figura 4 apresenta dados do tempo de 60 min. Quando testados cloreto de zinco iodado
(Figura 4D) e reagente de Fehling (Figura 4E) as larvas em PBS ou MP evidenciaram
diferencas. Nas larvas ndo tratadas com MP as extremidades foram coradas em amarelo,
enquanto nas tratadas a colorac¢do foi uniforme. Larvas ndo tratadas tiveram marcacdao em
marrom nas estruturas internas (es6fago e intestino) — Fehling-positivas; enquanto nas MP -
nos tempos 30 min, 1 h e 2 h de oxida¢cdo por MP — apenas a cuticula foi evidenciada. As
figuras 4E e 5 destacam o teste com reagente de Fehling das larvas filarioides de S.

venezuelensis tratadas ou ndo com metaperiodato de sddio.

Os graficos de dosagem de conteldo proteico e de carboidratos e respectivas
regressoes lineares, com lotes representativos dos preparados de ES, ES’ e MP utilizados na
padronizacdo e validacdo dos ensaios ELISA, sdo apresentados na figura 6. As dosagens
indicaram manutencdo de deteccdo de conteldo proteico apds etapas de diluicdo para
controle/tratamento (ES = 1657 pg/mL; ES’ = 687 ug/mL; MP = 415 pg/mL). A andlise do
conteudo de carboidratos resultou em zero para MP, enquanto para ES = 228 pug/mL e ES’ =

57 ug/mL.



PBS

Figura 4. Larvas filarioides de Strongyloides venezuelensis nao tratadas (PBS) ou tratadas com metaperiodato de sdédio
(MP; 60 min) utilizadas em testes histoquimicos para detec¢do de carboidratos. A. Coloracao acido periédico-reativo de
Schiff (PAS). B. Azul de alcido. C. Solucdo de Lugol. D. Cloreto de zinco iodado. E. Reagente de Fehling. Testes A-C nao
apresentaram diferencas na marcacdo, mas testes D e E diferenciaram larvas ndo tratadas das tratadas com MP, com
destaque para E. Detalhes de E na figura 5. Barra 200 um.
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30 min 1h 2h

Figura 5. Larvas filarioides de Strongyloides venezuelensis nao tratadas (A) ou tratadas com metaperiodato de sédio (B —
30min; C — 1 h e D — 2 h) utilizadas em testes histoquimicos para detec¢do de carboidratos. Reagente de Fehling; notar
diferenca no padrao de coloracdo. Larvas nao tratadas com marcacao nas estruturas internas (eséfago e intestino),
enquanto nas tratadas com metaperiodato a cuticula foi evidenciada. Barra 50 ym.
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Figura 6. Curvas representativas de dosagens de conteudo de carboidratos
(A) e proteico (B) do extrato salino (ES) total de larvas filarioides de
Strongyloides venezuelensis, tratado com tampéao acido (ES’) — controle da
reacao do tratamento com metaperiodato (MP). Amostras (e) e padrdes em
diferentes concentragbes (¢). DO — densidade oOtica. Regressées lineares
com coeficiente de determinacdo (r?). Curva B apresentada em escala
logaritmica apenas para visualizagao dos pontos.
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4.2.2 Analise do perfil eletroforético de ES, ES’e MP 1 e 2

Apbs SDS-PAGE a 17 e 15% e coloracdo por nitrato de prata, foram analisados
os perfis eletroforéticos do extrato salino (ES) total de larvas filarioides de S. venezuelensis,
controle tratado com tampdo acido (ES’), oxidado com metaperiodato de sédio (MP 1) e
reduzido com borohidreto de sddio (MP 2) — para deglicosilacdo (Figura 7). A caracterizacdo
em gel de duas concentragGes permitiu complementar os perfis de marcagdo/resolugdo dos
preparados antigénicos. Observou-se presenca de polipeptideos de peso molecular variando
entre < 7 a > 140 kDa no ES, com 23 picos definidos pelo gréfico. O ES’ apresentou menor
resolucdo, se comparado ao ES; destaca-se a marcacao nas regides de <7, 8-10, 12-15, 16,
17,5, 18-19, 22, 23, 25, 26-31, 54, 56, 70 e > 100 kDa. Enquanto MP 1 — amostrado sem
interrupgdo da reagao — teve menor definicao de bandas, no MP 2 foi possivel a visualizagao
de mais bandas. O perfil de MP 2 foi similar ao do ES: < 7-8, 9-10, 11, 12, 13, 14, 15, 18, 21-

22, 25, 26-31, 35, 42, 50, 54, 56, 66, 70 e > 100 kDa.



—

Figura 7. Perfis eletroforéticos do
extrato salino (ES) total de larvas
filarioides de Strongyloides
venezuelensis, tratado com tampao
acido (ES’) — controle e oxidado com
metaperiodato de sodio (MP 1) e
reduzido com borohidreto de so6dio
(MP 2) — para deglicosilagdo. Analise
pelo software Image J. SDS-PAGE
17 e 15% e colorag&o por nitrato de
prata. PM - padrdo de massa
molecular em kilodaltons (kDa).
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4.2.3 Detecgao de IgG por ELISA utilizando ES, ES’ e MP

Curvas TG-ROC (Figura 8) e ROC (Tabela 1) foram construidas para obtencdo
dos parametros diagndsticos. A analise das curvas ROC (Tabela 1), confirmou que os testes
ELISA tiveram altos valores de eficiéncia quando comparadas as AUC (AUC > 0,960; P < 0,05).
No ponto de cut-off estabelecido (Figura 8), a sensibilidade atingiu 90 % para ES e ES’. O
antigeno deglicosilado (MP) apresentou pequeno aumento na sensibilidade (Se =92 %) e um
consideravel ganho na especificidade (Es = 94,6 %). Likelihood ratios assinalaram melhores
valores para MP (LR+ 16,87, LR- = - 0,08), representando uma alta precisdo diagndstica para

a estrongiloidiase.

Tabela 1. Pardmetros diagnosticos obtidos pelas curvas receiver operating characteristic
(ROC) para deteccao de IlgG em amostras de soro humano utilizando o extrato salino (ES) de
larvas filarioides de Strongyloides venezuelensis, tratado com tampao acido (ES’) — controle e
oxidado com metaperiodato de sédio para deglicosilagéo (MP).

Preparados antigénicos

Parametros ES ES’ MP

diagnésticos

Area sob a curva (area
under curve, AUC) 0,964 (0,929-0,999) 0,960 (0,923-0,998) 0,980 (0,964-1,000)
Sensibilidade (Se) 90,0 % (78,2-96,7 %) 90,0 % (78,2-96,7 %) 92,0 % (80,1-97,8 %)
Especificidade (Es) 88,2 % (80,6-93,5 %) 89,1 % (81,7-94,2 %) 94,6 % (88,5-98,0 %)
Likelihood ratio (LR)

LR+ 7,62 8,25 16,87

LR- 0,11 0,11 0,08

(95% intervalo de confianga)

A figura 8 mostra as curvas TG-ROC, intermediate range (IR), 6, e valid range
proportion (VRP). As curvas de Se e Es da TG-ROC mostram valores pareados de acordo com
um cut-off. O IR define a diferenca entre intervalo de selecdo de pontos de cut-off (DO) com
resultados verdadeiros positivos e negativos no painel de amostras testadas e foi menor
para MP (IR = 45 (619-644)) e maior para ES (IR = 215 (640-855)). Isto é, MP obteve uma
margem de interpretacdo dos resultados menor. O ponto onde as curvas de Se e Es se

cruzam, o indice 8y, foi maior no ELISA-MP (8o = 92,4%), enquanto foi de 90 % para ES e ES’.
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A VRP calculada demonstrou que o teste com MP ofereceu 97,4% dos resultados validos,
seguido de ES’ (VRP =93,7 %) e ES (VRP = 88,9 %) (Figura 8).

A reatividade cruzada no G2 foi devido a amostras de pacientes infectados
com E. vermicularis (1/5 ES’), A. lumbricoides + T. trichiura (1/1 MP), S. mansoni (3/8 SE e SE’;
1/8 MP), ancilostomatideo + A. lumbricoides + T. trichiura (1/1 ES, ES’ e MP), T. trichiura (1/4
ES, ES’ e MP), H. nana (1/5 MP) e cisticercose (1/3 MP). Porcentagem de amostras positivas
no G3 foi zero no ELISA-MP, 16 % no teste com ES e 10 % com ES’.

Notavelmente, quando comparados os niveis de IgG anti-Strongyloides no
mesmo grupo de amostras, a deglicosilacdo quimica provocou uma reducdo significante na
DO (Figura 8). Amostras de soro testadas com o antigeno MP apresentaram menor média de
DO nos pacientes com estrongiloidiase (F = 48,59, P < 0,0001) e com outras parasitoses (F =
25,77, P < 0,0001). Em comparacao, G3 teve a mediana da DO no grupo reduzida apds o
controle com tampao acetato (ES’) e também apds tratamento com MP (F = 43,13, P <

0,0001).
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Figura 8. Deteccao de anticorpos IgG anti-Strongyloides em amostras de soros de pacientes com
estrongiloidiase (G1 O ; n = 50), outras infecgbes parasitarias (G2 O ; n = 60) e individuos
saudaveis (G3 V; n = 50) por enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) com utilizagédo de
extrato salino (ES) de larvas filarioides de Strongyloides venezuelensis e tratado com tampao
acido (ES’) — controle ou oxidado com metaperiodato de sodio para deglicosilacdo (MP). Two-
graph receiver operating characteristic curve (TG-ROC) com dados de cut-off (*), intermediate
range (IR, <>; com limites inferior e superior), 8, — ponto de cruzamento das curvas de
sensibilidade (Se) e especificidade (Es) e valid range proportion (VRP; 95% intervalo de
confianga). Scatter plots com média da densidade 6tica (DO) e positividade (%+) segundo o cut-off
selecionado (linha tracejada); letras acompanhadas de linhas () indicam diferenca estatistica (P <
0,05) entre niveis de IgG anti-Strongyloides no mesmo grupo amostral (G1 — ANOVA para
medidas repetidas com poés-teste de Bonferroni, G2 e G3 — Teste de Friedman seguido de
comparacées multiplas de Dunn). Barras — G1 — média (m) com desvio padrao; G2 e G3 —
mediana (m) com intervalo interquartil.
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4.2.4 Detecgao de subclasses de IgG (IgG1, 1gG2, IgG3 e 1gG4) anti-ES e -MP

Com obijetivo de tracar o perfil de subclasses de IgG (I1gG1, 1gG2, 1gG3 e I1gG4),
na resposta contra antigenos com e sem presenca de carboidratos detectdveis, foram
realizadas rea¢Ges com ES e MP. Conforme resultado de IgG (Figura 8), os grupos testados
tiveram a reduc¢ao da DO de IgG no ELISA-MP, em comparacao com o ES. Como para IgG, as
subclasses também tiveram menor ligacdo ao preparado antigénico com carboidratos

degradados quimicamente, o que resultou em diferencas de DO.

Aplicando two-way ANOVA para medidas repetidas em cada grupo, houve
interacdo entre os fatores antigeno (ES e MP) e subclasse de 1gG (IgG1, 1gG2, 1gG3 e 1gG4)
apenas no G1 (F = 3,22, P = 0,02) (Figura 9). A reducdo da DO foi significativa para os quatro
isotipos de IgG, com destaque para IgG3 (-74,36; 95 % IC -103,30 a -45,45, P < 0,0001) e IgG1
(-51,30, 95 % IC -80,21 a -22,39, P < 0,0001) que tiveram as maiores reducdes; 1gG2 e IgG4
apresentaram diferengas de DO entre ES e MP em torno de < -30,50 (IgG2 -31,46, 95 % IC -
60,37 a -2,55, P = 0,0269; 1gG3 -30,50, 95 % IC -59,49 a -1,667, P = 0,0335). Em G2 e G3 ndo
houve interacdo entre o conjunto de dados dos antigenos e as subclasses, as diferencas
entre as DO nos ensaios ELISA-ES e ELISA-MP foram as mesmas para cada subclasse (Figura

9).
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Figura 9. Diferenca na deteccdo (densidade ética, DO) das subclasses de IgG
(19G1, 19G2, 1gG3 e IgG4) anti-Strongyloides em amostras de soro de pacientes com
estrongiloidiase (G1, n = 50), outras infec¢cbes parasitarias (G2, n = 60) e individuos
saudaveis (G3, n = 50), pelo método ELISA, utilizando extrato salino (ES) e antigeno
deglicosilado com metaperiodato de sédio (MP) de larvas filarioides de Strongyloides
venezuelensis. Two-way ANOVA seguida de teste de comparacdo multiplas de
Sidak. Barras — média. Whiskers —intervalos de confianga 95%. * e *** —P < 0,05.
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4.3
IDENTIFICACAO DE PROTEINAS DE LARVAS FILARIOIDES DE Strongyloides
venezuelensis RECONHECIDAS POR IgG DE PACIENTES COM ESTRONGILOIDIASE

HUMANA POR TECNICAS PROTEOMICAS

4.3.1 Obtencdo das fragoes de Strongyloides venezuelensis apds cromatografia

de gel filtracao

A cromatografia de gel filtracdo utilizando resina S-100 foi utilizada para
fracionar o extrato salino total de larvas filarioides de S. venezuelensis (ES) (Figura 10).
Em cada tubo foi coletado, aproximadamente, 1 mL de amostra diluida em tampao,
sendo esses lidos por espectrofotometria a 595 nm, apds dosagem por Bradford
(1976). A Figura 10 representa o cromatograma do ensaio realizado com pico de
absorbancia. Definiu-se o intervalo dos tubos 10 a 68 para verificagdo do

fracionamento.

Os perfis eletroforéticos das fragdes contidas nos tubos foram
analisados, apds SDS-PAGE 13% e coloragdo por nitrato de prata (Figura 11). Foram
visualizados componentes proteicos no ES por toda extensdo do gel, com massas
moleculares aparentes variando de < 8 a > 140 kDa (Figuras 11 e 12). Bandas
individualizadas ou grupos polipeptidicos foram revelados nas regides de < 8, 9, 10-
10,5, 11-11,5, 13,5, < 15-, 18, 19-26, 30-34, 37, 45, 47, 50, 55, 60, 65, 70, 80, 86, 95,
100 e = 140 kDa. As fragcbes foram definidas e reunidas, com base no perfil
eletroforético, como segue: F1 —tubos 22 e 23, F2 —34 a0 38, F3 —-42 ao 46 e F4 — 50
ao 59 (Figura 12). Na F1 foi marcada uma regido de alta massa molecular > 140 kDa.
Em F2 os picos foram proeminentes em 13, 22, 25, 30, 33, 37, 45, 60, 70 e 140 kDa. A
fracdo F3 teve bandas aparentes de <8, 11, 13, 15, 16, 22, 30 e 60. Por fim, na por¢ao
F4 foram reunidos exclusivamente polipeptideos de baixo peso molecular: <7, 7,5, 9,

12,5-10 e 14 kDa (Figura 12).
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Figura 10. Perfil cromatografico do extrato salino de larvas filarioides de

Strongyloides venezuelensis em resina de gel filtragdo S-100 (Sephacryl S-100 High
Resoultion, GE Healthcare, EUA). Leitura da densidade ética (DO) a 595 nm apés
ensaio de Bradford (1976). Pico avaliado por eletroforese dos tubos 10 ao 68. Blank

—tampao de equilibrio.
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Figura 11. Perfis eletroforéticos do extrato salino (ES) total de larvas filarioides de Strongyloides venezuelensis e amostras
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filarioides de Strongyloides venezuelensis e fragbes obtidas apds
cromatografia em resina de gel filtracdo S-100 (Sephacryl S-100 High
Resoultion, GE Healthcare, EUA). Fracdes (F) definidas de acordo com o
perfil observado nos tubos (Figura 11). F1 —tubos 22 e 23, F2 — 34 ao 38,
F3 — 42 ao 46 e F4 — 50 ao 59. SDS-PAGE 13%, 15% e 17%, conforme
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4.3.2 Detecgao de IgG por ELISA utilizando ES e F1, F2, F3 e F4

Coordenadas das curvas ROC e TG-ROC possibilitaram uma combinagdo de
parametros diagndsticos (Tabela 2 e Figura 13). A area sob a curva (AUC) mostrou que
protocolos para detecgdo de IgG com as diferentes preparagdes antigénicas foram eficientes
com AUC > 0,900 (P < 0,001), variando de 0,915 (F4) a 0,980 (F2). De acordo com o critério
de corte estabelecido para o ES, na deteccdo de IgG sérica, a sensibilidade (Se) e
especificidade (Es) foram de 94,0 % e 87,0%, respectivamente. A fracdo F2 manteve a Se,
mas demonstrou aumento na Es para 93%. RazGes de verossimilhanga (LR) apresentaram os
melhores valores de LR+ (LR+ > 10) para F2 (LR+ = 13,43); e de LR— (LR— < 0,1) para F2 (LR—=
0,06) e ES (LR—=0,07) (Figura 13).

A tabela 2 apresenta os parametros diagnodsticos obtidos com as curvas TG-
ROC: 6y, intermediate range (IR) e valid range proportion (VRP). A analise dos dados conferiu
valores altos de 6y, ponto de equivaléncia das curvas de Se e Es, para o ES (69=94,0%) e F2
(B0=92,5%). Os valores de IR e VRP foram melhores para o teste ELISA-F2: estreito intervalo
de pontos de cut-off para selecao e interpretacdo (IR = 23) e proporgao de resultados validos
proxima de 100% (VRP = 98,9 (95 % IC = 89,7 — 100,0 %). Para a fracdo F4, o resultado de 6q
foi o menor (6o = 83%); e F1 teve um amplo IR (767 (866 — 1633)) e baixa VRP (VRP = 66,5 %

(95 % IC 27,0 — 93,6).

Tabela 2. Parametros diagnésticos obtidos pelas curvas two graph-receiver
operating characteristic (TG-ROC) para deteccao de IgG em amostras de soro
utiizando o extrato salino (ES) de larvas filarioides de Strongyloides
venezuelensis e fragbes (F1-F4) obtidas por cromatografia de gel filtragdo em
resina S-100.

Parametros diagnosticos

E?;:;tgse 80 (%) IR (limites superior e inferior)  VRP (% 95 % IC)
ES 94,0 123 (508 — 631) 93,9 (81,7 — 100)
F1 88.0 767 (866 — 1633) 66.5 (27.0 — 93,6)
F2 925 23 (618 - 641) 98,9 (89.7 — 100,0)
F3 845 134 (346 — 480) 83.0 (60,4 — 95,0)
F4 83.0 102 (325 — 427) 85.7 (76,8 — 93.4)

IR — intermediate range. 1C — intervalo de confianga. VRP — valid range proportion.



78

ES
100-

P

cut-off 564,5
Se 94,0% (95% IC 83,4-98,7%)
Es 87,0% (95% IC 78,8-92,9%)
AUC 0,966 (95% IC 0,931-1,002)

\‘
<

Sensibilidade (Se)
3

P<0,0001
25+ LR+ 7,23
LR - 0,07
0 T T T 1
0 25 50 75 100

100% - especificidade (Es)

F2
100- —_—
75+
cut-off 1259,0 cut-off 622,0
Se 88,0% (95% IC 75,7-95,5%) Se 94,0% (95% IC 83,4-98,7%)
ﬁ 50 Es 86,0% (95% IC 77,6-92,1%) Es 93,0% (95% IC 86,1-97,1%)
AUC 0,934 (95% IC 0,890-0,979) AUC 0,980 (95% IC 0,960-1,001)
P<0,0001 P<0,0001
254 LR+ 6,29 LR+ 13,43
LR- 0,14 LR - 0,06
0
F3 Fa
100-
75+
cut-off 376,0 cut-off 340,5
Se 82,0% (95% IC 68,6-91,4%) Se 82,0% (95% IC 68,6-91,4%)
3 50 Es 85,0% (95% IC 76,5-91,3%) Es 84,0% (95% IC 75,3-90,6%)
AUC 0,923 (95% IC 0,881-0,965) AUC 0,915 (95% IC 0,870-0,959)
P<0,0001 P<0,0001
25+ LR+ 5,47 LR+ 5,12
LR- 0,21 LR- 0,21
0 T T T 1 T T T 1
0 25 50 75 100 O 25 50 75 100
100% - Es 100% - Es

Figura 13. Curvas ROC indicando o cut-off, sensibilidade (Se), especificidade
(Es), area sob a curva (area under curve, AUC) (com os intervalos de
confianca, IC) e likelihood ratios (LR+ e LR-) na deteccdao de IgG anti-
Strongyloides em amostras de soro humano utilizando extrato salino (ES) de
larvas filarioides de Strongyloides venezuelensis e fragdes (F1-F4) obtidas por
cromatografia de gel filtracdo em resina S-100.
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Como apresentado na figura 14 todas as amostras foram testadas por ELISA
utilizando ES e fracGes antigénicas (F1, F2, F3 e F4) de larvas filarioides de S. venezuelensis
obtidas por cromatografia de gel filtracdo S-100. As fragcdes foram comparadas em relagcdo
ao ES (Figura 14). A média do IE no G1 foi maior para o ES, quando comparado as quatro
fragdes (P < 0,0001), e F2 manteve a porcentagem de amostras IgG-positivas (94 %). No G2,
enquanto F3 e F4 aumentaram a média do IE (F3 vs. ES -t = 2,985, P = 0,0044; F4 vs. ES - t =
3,753, P =0,0005), F1 e F2 apresentaram diminuicdo do IE se comparado ao ES (t = 5,152, P <
0,0001; t = 6,384, P < 0,0001, respectivamente). A reducdo do IE foi acompanhada da
reducdo de reatividade cruzada com amostras do G2 (F1 = 4 %), ou ndo deteccdo de IgG em
pacientes com outras parasitoses (F2 = 0 %). A reatividade cruzada no ELISA-IgG no G2
ocorreu com amostras de S. mansoni (1/5 ES e F3), E. vermicularis (1/5 F1 e F4; 1/5 ES e F3),
ancilostomatideos (1/10 F1 e F4) e A. lumbricoides (1/10 F4). Nos pacientes saudaveis, G3,
apenas F2 mostrou reducdo de IE estatisticamente significante em relacdo ao ES (t = 7,020, P
< 0,0001). A porcentagem de amostras positivas no G3 foi de 24% para ES e 14% para F2

(Figura 14).



= ES
Fi & F2
F3 o F4

IgG anti-Strongyloides (IE)

0,1-

| |
meédia 2,008 1,515 1,868 1,346 1,240 0,705 0,593 0,610 0,778 0,811 0,768 0,750 0,710 0,856 0,828

Yo+ 94 88 94 82 82 6 4 0 6 10 28 24 14 24 22

G1 G2 G3

Figura 14. Deteccao de anticorpos IgG anti-Strongyloides em amostras de soros de pacientes com estrongiloidiase (G1;
n = 50), outras infecgdes parasitarias (G2; n = 50) e individuos saudaveis (G3; n = 50) por enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) com utilizagdo de extrato salino (ES) de larvas filarioides de Strongyloides venezuelensis e fracdes (F1-
F4) obtidas por cromatografia de gel filtragdo em resina S-100. Resultados em indice ELISA (IE), plotados em escala
logaritmica com média (barra) e desvio padrao (whiskers). Média de |IE e positividade (%+) segundo o cut-off
selecionado (linha tracejada, IE = 1). SignificAncia estatistica calculada por ANOVA e po6s-teste t de Student pareado

com correcao de Bonferroni-Holm. (*P < 0,05).
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4.3.3 Identificacdo dos peptideos da fragdo F2 de Strongyloides venezuelensis por

espectrometria de massa

A identificagdo de proteinas de interesse diagndstico de S. venezuelensis por
espectrometria de massa (mass spectrometry; MS) foi realizada apds selecdo da fragao F2
com base nos parametros do ensaio ELISA-IgG. Foram selecionadas 5 regides polipeptidicas
no gel 1D (Figura 12) para analise por MS. As bandas excisadas tiveram massas moleculares
relativas estimadas no gel iguais a 60, 45, 33, 30 e 13 kDa. Os resultados recebidos, até a
redacdo da tese, foram das bandas de 60 e 33 kDa. Resultados resumidos na tabela 3. Foram
consideradas com identificagdo confidvel trés proteinas homdlogas de S. ratti, a partir dos

critérios de score, peptideos Unicos e cobertura (Tabela 3).

A banda F2*60 foi identificada com massa molecular de 47,3 kDa e pl 7,28,
correspondendo a proteina aspartic protease 4 (ASP-4). Estava depositada com sequéncia
parcial, o que explica a visualizagdo no gel na regido de 60 kDa. A taxa de cobertura foi de
15,65 %. O excisado F2*33 teve duas proteinas com peptideos sequenciados: 14-3-3 zeta e
heat shock protein 60 (HSP60). Entre os 23 peptideos de 14-3-3 zeta com espectros
experimentais e tedricos similares, 14 foram Unicos e idénticos a 44,80 % da sequéncia.
Composta por subunidades iguais, HSP60 de 60,3 kDa, apresentou no gel massa relativa de

~30 kDa e score de semelhanca igual a 42,80.

Na analise in silico adicional buscou-se fazer a predicdo de epitopos de células
B (Figura 15). A protease ASP-4 teve 16 epitopos preditos com destagque para os
SLGEETSPAIKDCSDDSCVVP e GWKFPDK que ndo alinharam com outras ASP. A proteina 14-3-
3 zeta teve 10 epitopos preditos, a maioria conservada entre nematddeos e humanos, mas
ATGDARSGASNNSAVA e SLAPT apresentaram menos aminoacidos em consenso. Para HSP60
foram incluidos dois numeros de acesso, correspondentes a peptideos sequenciados (dados
ndo apresentados) e 24 sequéncias possiveis de epitopos foram consideradas; VGNSDQE

TEVPKETPAPPMGGMGGMGGMG com maior divergéncia.



Tabela 3. Caracterizacao de proteinas da fracdo F2, obtida por cromatografia de gel filtracdo em resina S-100, do extrato salino de larvas
filarioides de Strongyloides venezuelensis identificadas a partir de seus peptideos por espectrometria de massa e inferidas pela busca em
banco de dados para o género Strongyloides.

Numero de

Banda® b
acesso

Descricao

Score®

Unicos®

Peptideos

Sequéncia
q (O/O)

Cobertura

Massa molecular
(kDa)

SDS-PAGE® MS

pl
PSM®

Fo*60 238816835

aspartic protease 4
(ASP-4), partial
Strongyloides ratti

79,84

6

AQVEAIQKFIGAEPLAR
FIGAEPLAR
GEYmVPcDK
NGcQAIADTGTSLIAGPK
TMAIQYGTGSMK
YYTVFDFGKDR

15,65 %

23 60 47,3 7,28

584596240

F2*33

14-3-3 zeta
Strongyloides ratti

158,20

14

AGNPESKVFYLK
AKLAEQAER
DSTLImQLLR
KVTEIGAELTNEER
LAEQAER
LAEQAERYDDmMSLSmK
LAEQAERYDDmMSLSmMKK
mKGDYYR

NLLSVAYK
NLLSVAYKNVVGAR
SGASNNSAVAYSEALEVAK
TSLAPTHPVR

VISSIEQK
VTEIGAELTNEER

44,80 %

48 33 27,9 4,83

224459125

HSP60
Strongyloides ratti

42,80

9

AAVEEGIVPGGGVALLR
APGFGDNRK

CLVLLSEK

GYISPYFMNTSK
LVQDVADKANEQAGDGTTCATVLAR
NAGLEPASIVEK

NTLKDIAIATGAK

NVIIEQSFGGPK
VYANESVSFGYDALNDK

22,16 %

13 33 60,2 5,48

& Conforme apontado na figura 12.
® Banco de dados de proteinas do National Center for Biotechnology Information (NCBI; http:/blast.ncbi.nlm.nih.gov/).
¢ As plataformas de busca atribuem pontuagdes que refletem semelhanga entre o espectro de fragmentagdo experimental (medido) e os espectros teodricos dos peptideos de uma
dada base de dados (GRANHOLM; KALL, 2011).
d Peptideo Unico é definido como um peptideo, independente do seu comprimento, que existe apenas em uma proteina de um proteoma de interesse, mesmo este peptideo
apareca mais do que uma vez na mesma proteina (ZHAO; LIN, 2010).
¢ Peptide spectra match (PSM) é um possivel, conforme escores estatisticos, peptideo identificado por MS e correspondente & determinada proteina. Resultante da relagéo entre os
espectros experimentais e teéricos (GRANHOLM; KALL, 2011).

pl — ponto isoelétrico.

[4:]
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20 T T T T T T T T T T T T T T T T T T
Soononor oo s s = Threshold

Y OO R T U T U SR TS N O VR DS U TR TR U R S N T O T
D 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440
Position

1 IPLNKVPTIRSILHSKGSWYOYAKYRDFIFQDRLNFLENERTNKGEKYGAVHRLMDSEETLRNYMDAQYYGEISIGTPED 80
g1 NESVIFDTGSSNLWIPSKKCPIYNIACLLHNKYDSSSSSTYVTDGRTMATIOYGTGSMEKGELSKDEVCIADLCAEDQTEFAE 160
161 ATSEPGVTFIAAKFDGILGMAYCNIAVLGVKEVENTLIDOHKVPOPIFAFWLNRIADDSDGGEITLEGMDPKHYKGDITY 240
241 VPVSRKGYWQFEMDGEVGDNEKIACKNGCQATADTGTSLIAGPRAQVEATQKFIGAEPLARGEYMVECDEVSSLPIVNIYV 320
321 IGGQAFALSGKDYILNVTAMGKSIRLSGFMGMDLPERVGELWILGDVFIGEYYTVEDFGKDRVGFAVARNSLGEETSPAT 400

401 KDCSDDSCVVPGGEWKEPDEKKINFKFTK 428
S.ratti 1 44
H.sapiens 1 53
S.ratti¥* 1 44
G.volvn. ¥ 1 7
E.malayi®* 1 65
S.ratti 45 116
H.sapiens k4 128
S.ratti* g5 114
G.volvu.* 73 150
Bimalayi* 7q 149
S.ratti 120 181
H.sapiens 129 200
S.ratti* 115 il Al
O.wvolvo.* 151 22
B.malayi®* 150 221
S.ratti  19p 269
H.sapiens 201 278
S.ratti* 19z 260
O.volvu.* 223 300
B.malayi* 222 209
S.ratti  g7p 349
H.sapiens 3749 358
S.ratti* 270 349
g.volvu.* 3p1 380
B.malayi* 300 379
S.ratti 150 425
H.sapliens 359 417
Seratti* 350 384
G.volvu.® 3g1 427
B.malayi® 380 A4
S.rattd 426
H.sapiens j1g
S.ratti*

Govelva, ¥
B.malayi® sgp

Figura 15. A. ASP-4
Legenda p. 86
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Position

JGARRSSWEVISSIEQKTEGAERKOOL &0
81 AKEYREKIFQFELKEICEDVLSLLEKYLIPRAGNPESKVEYLKMKGDY YRYLARVATGDARSGASHNSAVAY SEALEVAKT 160
161 SLAPTHPVRLGLALNYSVYFYEVASSPDRACQLEKQAFDDATIARLDTLNEDSYEDSTLIMOLLRDNLTLWTSDTNGDDYD 240

241 TIGRAEGGDIAN 250

S.ratti
H.sapiens
A, suum
N.amsrica.
T.spiralis
W. bancra.
Loa loa
.malayi
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bancro.
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cmalayd

WhEaEmEn
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.8aplens
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.Spiralis
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B.malayi
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Figura 15. B. 14-3-3 zeta. V) ’L “
Legenda p. 86 U
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1 MLRELAMRHNFSKSIIRSYAKDLKFGADGRKAMLVGVDLLADAVSVIMGPKGRENVIIEQSFGGPKITKDGYVTIVAKATIDLEDK 80

81 YONMGAKLVQDVADRANEQAGDGTTCATVLARATIAKEGFESISRGANP IEVRKGVMSSVEAIVEELKKMSKOVITPEETA 160
161 QVATISANGDKDIGKHLISEAMKKVENKGYITVHKDGKTLDDELET IEGMEFDRGY ISPYFMNTSKGEKCFFEKCLYLLSEK 240
241 KISQVQDIVEALELANKYROPLIIIAEDVDGEALTTLVLNRLKVGLOVCAVEKAPGFGDNRENTIEDIATATGAKVEGDES 320
321 NLHEKLEDIQAGDEGEVAEVIVTKDDTLMINGEGDAEQVEKRIQQIEFEIEQSTSEYEKEKINERLAKLSKGVAVLEIGGR 400
401 SEVEVSEKEDRVTDALCATRAARVEEGIVPGGGVALLRAVEVLINIKVGNSDOELGVRIVOKAVROPISTI IKNAGLEPAS 480
431 IVEKVYANESVSFGYDALNDKFVDMIQTGIIDPTEVVRTSLODAAGVASLLATTECVVIEVPEETPAPPMGCMGEMGGEME 560
561 GGMF 564

S.ratti 1
S.ratti 1
H.sapiens 1
A.duedena. 1
O.valvulusl ;

B.malayi 1 MFRIGG=--~
T.trichiu.l e

a8
a8
77
68
b2
75
53

S.rattl 69
S.ratti a9
H.sapisns 78
A.duodena. 689
O.volvulnss3
B.malayi 76
T.trichiun.b4

S.ratti 149
S.ratti 1459
H.zapiens 158
A.doodena. 149
O.volvalus133
B.malayi 156
T.trichin.134

S.ratti 226
S.rattl 226
H.zsaplens 235
A.duodena. 226
G.volvalus2l3
B.malayi 233
T.trichiu.?211

S.ratri 306
S.rattd 306
H.zapiens 315
A.ducdena. 306
0.volvulus293
B.malayi 313
T.trichiu.291

FEKEKLL
DREEL

S.ratti 386
S.ratti 386
H.sapiens 395
A.duodena. 386
0.volvulus373
B.malayi 393
F.trichin.370

S.ratti 166
S.ratti 166
H.sapiens 175
A.duodena. 166
O.volvulusds3
B.malayi 473
T.trichiu.450

S, rattd 546
S.ratti 546
H.sapiens 554
A.duodena. 546
Oovolvalus333
B.malayi 553
T.trichiu.529

Figura 15. C. HSP60
Legenda p. 86
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IV

Figura 15. |. Predicdo de epitopos lineares de células B pelo
BepiPred. Residuos de aminoacidos sdo coloridos em amarelo no
grafico quando atingem escores acima do limiar (threshold), onde
eixo X corresponde as posi¢coes dos residuos na sequéncia (position)
e eixo Y score.

Il. Marcagéo dos determinantes antigénicos (amarelo) preditos para
células B na sequéncia da proteina. Sequéncia sublinhada nao
presente no modelo tridimensional.

[ll. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos de membros da

familia da proteina. Marcagdo em amarelo indica aminoacidos idénticos as proteinas de
Strongyloides ratti compartilihados entre as sequéncias analisadas. O tracejado
representa intervalos introduzidos para otimizar o alinhamento. Conservagdo da
sequéncia de residuos: conservados (vermelho), colunas sem (azul) ou com (cinza; < 50
% — maiuscula, > 50 % - mindscula) gap. COBALT. Abaixo detalhamento do nimero de

acCesso.

IV. Vista em cartoon da estrutura tridimensional, obtida por modelagem comparativa, da
estrutura terciaria colorida de acordo com os epitopos preditos. UCSF Chimera.

A. ASP-4. aspartic protease 4, partial [Strongyloides ratti]

ACR56788.1, aspartic protease 4 [Strongyloides ratt]; 096009.1 aspartyl protease 4 [Homo
sapiens]; *ACR56787.1 aspartic protease 3 [Strongyloides ratti]; *KHN83855.1 aspartic protease 3;
*096906, aspartic protease [Onchocerca volvulus]; *Q8MY58, aspartic protease BmAsp-2 [Brugia

malayi.

*Comparadas por estarem no mesmo clado (MELLO et al., 2009).

B. 14-3-3 zeta. 14-3-3 zeta [Strongyloides ratti]

AHJ11165.1, 14-3-3 zeta [Strongyloides ratti]; NP_663723.1, 14-3-3 protein zeta/delta [Homo
sapiens]; AHJ11136.1, 14-3-3 zeta [Ascaris suum]; AHZ60123.1, 14-3-3 zeta isoform 1 [Necator
americanus]; AHJ11172.1, 14-3-3 zeta [Trichinella spiralis]; AHJ11167.1 14-3-3 zeta [Wuchereria
bancrofti]; AHJ11161.1, 14-3-3 zeta [Loa loa]; AHJ11138.1, 14-3-3 zeta [Brugia malayi].

C. HSP60. HSP60 [Strongyloides ratti]

Gréfico de | ndo apresentado.

ACN43305.1, HSP60 [Strongyloides ratti]; ABY65231.1, HSP60 [Strongyloides ratti]; P10809.2,
HSP-60 [Homo sapiens]; AGX00997.1, heat shock protein 60 [Ancylostoma duodenalel;
CAA70570.1, heat shock protein 60 [Onchocerca volvulus]; ACY25666.1, chaperonin-like protein
HSP60 [Brugia malayi]; CDW56974.1, Mitochondrial chaperonin hsp60 [ Trichuris trichiura]
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5. DISCUSSAO

5.1
CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA NA OBTENGAO DE FRAGOES ANTIGENICAS COM
POTENCIAL USO NO SORODIAGNOSTICO DA ESTRONGILOIDIASE

O fracionamento parcial de extratos antigénicos de Strongyloides com
técnicas cromatograficas compreende estudos com: gel filtracdo em resina S-200 (MANGALI
et al., 1991), interacdo hidrofébica em octil-Sepharose (RIGO et al., 2008) e interacdo por
afinidade de carboidratos em resina concanavalina-A-agarose (GONZAGA et al., 2011a). O
presente estudo foi o primeiro a recorrer a cromatografia de troca idnica para a obtengao de

fracdes potencialmente aplicaveis no diagndstico da estrongiloidiase.

Os perfis eletroforéticos das fragdes DEAE S1 e S2 apresentaram perfis
complementares, quando comparados ao ES. Na fracdo DEAE S1, foi observado um
enriguecimento de proteinas de baixo peso molecular, incluindo polipeptideos de < 15 a 21
kDa, indicando que essas moléculas ndo interagiram com a resina DEAE. DEAE S2 é
principalmente composta de proteinas de 21 a 50 kDa, que interagiram fortemente com o
grupo dietilaminoetil. Esse reconhecimento apontou que as proteinas de DEAE S2

apresentaram carga liquida negativa sob condi¢des de pH fisiolégico.

A resina com DEAE foi aplicada como um primeiro passo de fracionamento do
extrato larval de S. venezuelensis para a avaliacdo de protocolos de ELISA. Apesar de ter
parametros diagndsticos menores, a fracdo DEAE S1 incluiu regides de proteinas
imunodominantes descritas por outros autores. A regido de 10-30 kDa (RIGO et al., 2008) e a
banda de 28 kDa (FELICIANO et al., 2010) de preparacges larvais de S. venezuelensis foram
detectadas por IgG de pacientes infectados, mesmo apds diferentes fracionamentos com
detergentes. Outros estudos demonstraram reatividade sérica com bandas proteicas de 10,

17 e 19 kDa (ATKINS et al., 1999; SILVA et al., 2003).
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Estudos anteriores que empregaram antigenos homalogos ou heterdlogos de
Strongyloides mostraram reatividade de soro em uma regido proteica compardvel aquela
obtida neste trabalho, especialmente, em DEAE S2. Machado e colaboradores (2008b)
identificaram, em immunoblot para detec¢ao de 1gG, uma fragdo antigénica
imunodominante de 45 kDa do extrato de S. venezuelensis. Em relagdao a S. stercoralis, a
reatividade de IgG contra bandas de 21, 26, 31, 32 e 33 kDa (SATO et al., 1990; ATKINS et al.,
1999; SUDRE et al., 2007) ja foi demonstrada. Ainda que a mobilidade eletroforética similar
ndo caracterize uma medida absoluta da identidade polipeptidica (GOMEZ-MUNOZ;
CUQUERELLA; ALUNDA, 1996) sugere-se que essas bandas descritas sejam equivalentes as
encontradas e que a fracdo DEAE S2, parcialmente purificada, possa ser relevante no

imunodiagnéstico da estrongiloidiase humana.

Resultados falso-negativos (4 pacientes, 8 %) no ELISA-DEAE S2 poderiam ser
explicados em razao do fato de esses pacientes ndo terem atingido niveis detectaveis de
anticorpos. O grupo de pacientes com outras infeccdes parasitarias (G2) é representativo da
populacdo em geral, especialmente nos paises em desenvolvimento, onde as doencas
parasitarias sdo altamente prevalentes (GROVE, 1996; CDC, 2012). No G2, casos de
reatividade cruzada ocorreram em pacientes infectados com ancilostomatideos, que
resultaram em falsos-positivos no ES e em DEAE S1. Ancilostomatideos sdo um dos principais
responsdaveis pela reatividade cruzada na sorologia para estrongiloidiase. A positividade de
soros de individuos saudaveis (G3), com niveis detectaveis de 1gG, poderia ser explicada pela
residéncia em area endémica com constante exposicao antigénica. Os resultados positivos
em G2 e G3, possivelmente, sdo de individuos com histérico de estrongiloidiase nao
registrado, de casos assintomaticos cronicos ou outros ndo detectados no momento da

coleta da amostra e, de tal modo produziram anticorpos anti-Strongyloides.

A composicdao diferencial das fracdes DEAE S1 e DEAE S2 afetou a
performance do ELISA. O uso de DEAE S2 contribuiu para um aumento na detecc¢do de IgG no
G1 com a selecdo de epitopos mais sensiveis e com decréscimo na mediana dos outros
grupos. Analises das curvas ROC e TG-ROC forneceram um cut-off étimo para cada fracao

antigénica estudada. Dados dos ensaios ELISA mostraram um perfil de deteccdo diferente de
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IgG. Parametros diagndsticos da DEAE S1 foram inferiores, se comparados com aqueles de
DEAE S2, a qual exibiu sensibilidade e especificidade aumentadas e maior valor de AUC.
Desta forma, é sugerido que diferentes epitopos foram reconhecidos (ATKINS et al. 1999;
GONZAGA et al. 2011a). IgG, possivelmente, tem maior afinidade por epitopos proteicos
com residuos anidnicos, uma vez que a resina DEAE é positivamente carregada. De acordo
com Jaeschke e colaboradores (1994), valores de LR+ maiores que 10, praticamente,
confirmam o diagndstico, e LR— menores que 0,1 excluem o diagndstico. As LRs
apresentadas pela fragdo DEAE S2 tiveram uma performance diagndstica consideravel na
deteccdo de IgG em pacientes com estrongiloidiase com valores iguais a LR+ = 10,73 e LR— =

0,09.

Um passo simples de fracionamento parcial, como conseguido com a
cromatografia de troca-ani6nica com DEAE, também apresentou resultados significativos em
imunoensaios para deteccdo de anticorpos na filariose por Wuchereria bancrofti
(CHENTHAMARAKSHAN; REDDY; HARINATH, 1996) ou para a localizagdo de antigenos
fracionados na infeccdo por Paragonimus sp. (LEE; CHUNG, 2001); e ainda para purificacao
de tubulina de Trichinella spiralis (MARTINEZ-GONZALEZ; JIMENEZ-GONZALEZ; RODRIGUEZ-
CAABEIRO, 1998). Referente ao diagndstico, a fracdo de antigeno heterdlogo que ndo
interagiu com a resina DEAE registrou melhores resultados na deteccdo de IgG na filariose
bancroftiana (CHENTHAMARAKSHAN; REDDY; HARINATH, 1996), em contraposicdo com os

resultados obtidos para a estrongiloidiase.

A caracterizacdo imunoquimica detalhada da fracdo DEAE S2 pode ser
consideravel com a utilizacdo de outras técnicas, por exemplo, o fracionamento sequencial
em cromatografias de gel filtracdo, como previamente aplicado para fins diagndsticos em
outras infeccdes parasitarias (DE GRAAF et al., 1993; CAMARGO et al. 2004; REVILLA-NUIN et
al., 2005; KAUSHAL et al.,, 2009). No entanto deve-se considerar que um alto nivel de
purificacdo de antigenos parasitarios pode ser relacionado a um aumento de especificidade
acompanhado de reducdo nos indices de sensibilidade (CHENTHAMARAKSHAN; VADIVELU;
PUTHUCHEARY, 2001). Assim, uma fracdo antigénica definida, como a DEAE S2, que contém

mais polipetideos antigénicos, pode garantir um sistema de ELISA apropriado.
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Ndao obstante, a fim de garantir uma fracdo mais purificada e com
manutencdo de elevado reconhecimento por anticorpos especificos, seria interessante a
utilizacdo de técnicas de separacao sequenciais. Esse arranjo em série foi empregado para
purificagdes de componentes metabdlicos de outras espécies de helmintos, como Fasciola
hepatica (McGONIGLE; DALTON, 1995; AMLABU; NOK; SALLAU, 2009); porém foi pouco
utilizado para purificacdes antigénicas com propdsitos diagnésticos em infecgées humanas,
com exemplos descritos em parasitos de interesse veterindrio (GOMEZ-MUNOZ;
CUQUERELLA; ALUNDA, 1996; REVILLA-NUIN et al., 2005). Entretanto, mesmo com esse
objetivo, ndo foi possivel o fracionamento sequencial do ES de S. venezuelensis. A
manipulagdo de extratos proteicos de helmintos é intricada, e cada passo experimental
envolve perda de massa proteica, o que dificultou a obtengdo de concentragao de entrada
suficiente para a cromatografia de gel filtracdo. Deste modo, optou-se por preservar massa e
volume de lotes de partida de ES e fracionar, separadamente, pelas duas técnicas, a ja

discutida e a de gel filtragao.

5.2
CARACTERIZACAO IMUNOQUIMICA E UTILIZAGAO DE FRACOES ANTIGENICAS
DEGLICOSILADAS DE Strongyloides venezuelensis NO DIAGNOSTICO DA ESTRONGILOIDIASE

HUMANA

No presente estudo, a deglicosilacdo quimica, pelo metaperiodato de sédio,
de larvas filarioides de S. venezuelensis e seu extrato salino total, foi util para investigar
histo- e quimicamente alteracbes no conteldo de carboidratos, caracterizacdo do perfil
eletroforético e para avaliar a deteccdo de IgG e respostas das subclasses na estrongiloidiase

humana.

Larvas integras, tratadas ou ndo com MP, apresentaram coloracdo diferencial
com solucdo de cloreto de zinco iodado e reagente de Fehling. As colora¢des com PAS, azul

de alcido e solucao de Lugol nao foram diferentes entre os tratamentos, mas as marcagoes
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foram positivas. A técnica de PAS, por ter no protocolo um passo com dcido periddico,
funcionou como coloragdao controle da oxida¢do dos carboidratos. Azul de alcido e Lugol,
apesar da seletividade de coloracdo para carboidratos, dependem de diversas condicoes
técnicas, mas o mecanismo de interacdo desses corantes com o espécime biolégico ndo era

do escopo deste estudo.

Trabalhos que buscaram caracterizar histoquimicamente nematddeos sdo
restritos, e as varias técnicas de coloracdo descritas e/ou revisadas focam na discussdo com
fins de diagndstico diferencial. Porzecanski (1941 apud KILEJIAN; SAUER; SCHWABE, 1962)
reportou que a parede do cisto hidatico de Echinococcus granulosus contém polissacarideos,
que sao Fehling- e Benedict-negativos. Rhabditis monhyster teve o corpo corado com
reagente de Fehling (COBB et al., 1914). A coloragdao amarelada por cloreto de zinco nas
extremidades das larvas de S. venezuelensis tratadas com MP deve ser interpretada com
cuidado, uma vez que as variacdes do amarelo em prepara¢des com iodo ndo sao vinculadas
a um grupo de carboidratos especifico marcado (LOCQUIN; LANGERON, 1983). As estruturas
internas das larvas mantidas em PBS sdo claramente positivas para Fehling, com evidente
precipitacdo de éxido cuproso marrom, enquanto, nas MP, apenas a cuticula foi visualizada.
A maior evidéncia do es6fago e intestino e a mudanca no padrao de coloracdo da cuticula
usando reagente de Fehling; e a clara marcacdo da cuticula larval nos outros testes
histoquimicos sugere que os as substancias glicidicas cuticulares ndo sao facilmente
oxidaveis. Apesar disso, componentes da cuticula sdo pouco soliveis em PBS e constituem
parte minima nos extratos solUveis em tampdes salinos. Assim, esses testes, mesmo com
metodologia classica, colaboraram na definicdo do efeito do metaperiodato nas larvas de S.
venezuelensis. A dosagem de carboidratos pelo método de fenol-acido sulfurico, resultante
em zero para MP apoia, como abordagem complementar, os resultados dos testes

histoquimicos.

A extensao da oxidacao depende das condicdes utilizadas, e uma reacdao em
condicbes suaves é utilizada para identificar anticorpos dirigidos contra epitopos que
contenham terminais de aglcares ndao redutores e hexoses com ligacdao piranosidicas em

cadeias de oligossacarideos (WOODWARD; YOUNG JR; BLOODGOOD, 1985; KANNAGI;
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HAKOMORI, 1986). Deve-se tomar cuidado com reagles altamente rigorosas, ja que
oxidacdo prolongada e a concentracao de metaperiodato podem destruir os aminoacidos
dos polipeptideos (LANGLEY et al., 1994). Da mesma forma, é possivel que a oxidacdo dos
grupos funcionais de carboidratos afete o reconhecimento de epitopos conformacionais

(LANGLEY et al., 1994).

As condicOes de oxidacdo — em solucdo, concentracdo dos reagentes e passos
de centrifugo-concentracdo — foram estabelecidas com base em protocolos publicados
(ZHUAGN et al., 1993; MOHANTY et al., 2001; HERNANDEZ et al., 2008) e os controles
necessarios para evitar e monitorar os efeitos descritos foram aplicados. O tratamento do
antigeno imobilizado em microplacas (LANGLEY et al., 1994; STERLA; SATO; NIETO, 1999;
ALARCON DE NOYA et al., 2000; 2007; NEVES et al., 2003; KOUGUCHI et al., 2011), que
minimizaria mudancas conformacionais (LANGLEY et al., 1994) foi realizado, mas os
resultados foram insatisfatérios (dados ndo apresentados). Uma eventual
destruicdo/degradacdo dos peptideos foi descartada apds controle com tampédo acetato,
dosagem de conteldo proteico e, principalmente, andlise do perfil eletroforético. A oxidacao
em pH acido ndo teve efeito danoso nos epitopos proteicos, que preservaram a reatividade
apos o mesmo tempo de incubagdo somente com o tampdo acetato, como em outros
protocolos (YAMASHITA et al.,, 2002; ATTA et al.,, 2004). O perfil de MP 2, preparacao
oxidada e reduzida, ndo teve a resolucdo eletroforética das proteinas alterada em
comparacdo ao extrato salino. Provavelmente, um ou a combinacdo dos fatores limitantes
na reacdo com MP, descritos e discutidos acima, inviabilizou a aplicacdo no teste ELISA do
extrato/fracdo de Toxocara canis tratados com MP e monitorados por SDS-PAGE (ROLDAN

GONZALES, 2014).

A reatividade cruzada dos anticorpos em varias situacles, incluindo em
imunoensaios, pode ser atribuida ao reconhecimento de determinantes de carboidratos
(ALARCON DE NOVYA et al., 2000; FAIRLIE-CLARKE et al., 2010; NUNES et al., 2010; GONZAGA
et al.,, 2011a; KIRINOKI et al., 2011). Metaperiodato de sddio é uma agente oxidante de
carboidratos que pode eliminar parcialmente a reatividade cruzada, aumentando a

especificidade dos testes imunoldgicos (ALARCON DE NOYA et al., 2000). A simplicidade
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dessa técnica torna-a preferivel a outras de deglicosilagdo quimica (WOODWARD; YOUNG
JR; BLOODGOOD, 1985). Além da aplicacdo na drea de diagndstico, a mensuracao da
reatividade de isotipos de anticorpos, apds eliminacdo da fracdo de carboidratos dos
antigenos, provou ser Util como medida de avaliagdo: do direcionamento de resposta imune
durante estudos de coinfecgao (FAIRLIE-CLARKE et al., 2010), de decaimento de IgG da fase
aguda a cronica da doenca de Chagas (UMEZAWA; YASUDA; STOLF, 1996), da avaliacdo da
eficacia terapéutica — maior taxa de resultados negativos de pacientes tratados no ELISA-MP
— na esquistossomose por Schistosoma japonicum (HUANG et al., 2003), e para avaliar o
papel imunogénico dos carboidratos na filariose linfatica bancroftiana (MOHANTY et al.,

2001).

Tratamento com MP ja foi empregado para aumentar a especificidade no
diagnostico de infecgbes fungicas em humanos — histoplasmose (ZANCOPE-OLIVEIRA et al.,
1994), aspergilose (YAMASHITA et al., 2002) e paracoccidioidomicose (NEVES et al.; 2003) —
e outras helmintiases — fasciolose (MAHER et al., 1999), esquistossomose (ALARCON DE
NOYA et al.,, 2000; KIRINOKI et al., 2011). A oxidacdo por MP em pH acido diminuiu ou
eliminou o reconhecimento de anticorpos do grupo positivo em imunoensaios que
aplicaram: fragdes/proteinas definidas de Paracoccidioides brasiliensis (ELISA; NEVES et al.,
2003), Spirometra mansoni (ELISA; CHUNG; KONG; YANG, 2004), Echinococcus multilocularis
(ELISA; soros de caes; KOUGUCHI et al., 2011) e Angiostrongylus cantonensis (immunoblot;

MORASSUTTI et al., 2012); e extrato total de Leishmania chagasi (ELISA; ATTA et al., 2004).

Esse principio foi aplicado no diagndstico da estrongiloidiase humana com o
uso de antigeno homdlogo de S. stercoralis (INES et al., 2013). No entanto a a¢do de MP na
larva integra, a caracterizacdo eletroforética dos preparados antigénicos, acima discutidos; e
o reconhecimento da IgG e suas subclasses séricas anti-epitopos glicosilados de S.
venezuelensis era desconhecida. Inés e colaboradores (2013) demonstraram que, no ELISA-
MP com extrato de larvas filarioides de S. stercoralis, os epitopos glicosilados foram
importantes para o reconhecimento de anticorpos IgG e IgE. Porém neste estudo os dados
evidenciaram que a similaridade do padrao de reconhecimento envolvendo S. stercoralis e S.

venezuelensis ndo foi total em termos dos grupos funcionais de carboidratos. Por exemplo, a
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sensibilidade e a especificidade nao foram consideradas diferentes nos protocolos de ELISA
descritos com antigenos homdlogos (INES et al., 2013). Possivelmente, antigenos homdlogos
secundarios impediram o reconhecimento, pela IgG de pacientes com estrongiloidiase, dos
glicoepitopos principais no protocolo de ELISA com extrato antigénico sem tratamento.
Sudré e colaboradores (2007) atribuiram a elimina¢do dos residuos de carboidratos pelo
metaperiodato a alta reatividade e especificidade da banda polipeptidica de 26 kDa do

antigeno larval de S. stercoralis testado apds SDS-PAGE no immunoblot.

Os dados obtidos mostraram um decréscimo na reatividade de IgG anti-
Strongyloides apds a deglicosilacdo, em todos os grupos, mas que ndo influenciou a
performance diagndstica dos testes ELISA. Cabe assinalar que, para G3, o controle com
tampdo 4cido (ES’) também resultou em decréscimo da detec¢do 1gG, mas com redugao
ainda na comparacgao entre ES’ e MP. No presente estudo, o tratamento com metaperiodato
do ES alterou os padrdes de reconhecimento de IgG sérica humana Strongyloides-especifica
e de reatividade cruzada, resultados estes que divergem ou convergem com outros estudos.
Atta e colaboradores (2004) observaram que o tratamento do antigeno de leishmania com
MP ndo alterou as absorbancias, no teste ELISA, no grupo negativo. Alarcédn de Noya e
colaboradores (2000) testaram amostras de soro de individuos negativos para
esquistossomose em ELISA-MP, aumentando a especificidade. Por outro lado, o grupo de S.
mansoni registrou 99% de amostras positivas nos dois protocolos de ELISA - com ou sem MP.
Nos casos de coinfeccdo de malaria e nematdédeo, MP afetou tanto as respostas antigeno-

especificas como as de reatividade cruzada (FAIRLIE-CLARKE et al., 2010).

No presente estudo, a IgG anti-Strongyloides foi detectada em 10% do G2 no
protocolo ELISA-MP. Curiosamente, a maior diversidade de casos de outras parasitoses foi
com MP (casos de coinfeccdo - A. lumbricoides + T. trichiura e ancilostomatideo + A.
lumbricoides + T. trichiura; S. mansoni, T. trichiura, H. nana e cisticercose). Especula-se a
manutencdo de amostras de G2 positivas com conceitos aparentemente incompativeis de
complexidade (alteracdo da composicdo de epitopos proteicos e glicidicos e reducdo do
reconhecimento) e redundancia (variedade de reagdes cruzadas de IgG com epitopos,

mesmo apos tratamento) de epitopos entre os helmintos. Corrobora esse argumento os
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resultados com antigeno homodlogo de S. stercoralis — 22 % de amostras com outras
parasitoses positivas em ELISA-MP (INES et al., 2013) e com fragdo sem epitopos glicosilados
de manose ndo-ligante de concanavalina-A — 5 % de positividade no G2 (GONZAGA et al.,
2011a); isto é houve manutencdo de reatividade cruzada mesmo apds perda/retirada de
carboidratos, uma vez que alguns antigenos da reatividade cruzada sdo proteicos. Além
disso, a complexidade de interacdo de epitopos de reatividade cruzada de mais de um
parasito, como nos casos de coinfecgdo, pode ter levado uma amostra a um resultado

positivo.

No entanto nenhuma amostra do G3 atingiu uma DO acima do cut-off. A
maior especificidade verificada no ELISA-MP sugeriu que muitos epitopos glicosilados podem
ser responsaveis pelas reagdes falso-positivas nos protocolos de ELISA convencionais.
Diferengas no efeito do tratamento de MP nos valores de ELISA podem ser devidas as
diferencas de composicao dos epitopos alvo de cada amostra, que reflete no resultado do
grupo, explicada pela diferenga quali- e quantitativa no processo de exposi¢ao (KIRINOKI et

al., 2011) e processamento de antigenos.

Mesmo com esse cendrio distinto de anticorpos que reconhecem epitopos
glicosilados ou periodato-resistentes, a performance diagnéstica do ELISA-MP apresentou os
melhores indices diagndsticos. Além do aumento da especificidade, ja discutido, outros
indices obtidos podem ser destacados. Cdlculos das LR combinam tanto sensibilidade como
especificidade e, em geral, a maior LR+ e a menor LR- sdo mais satisfatérias na habilidade de
discriminacdo de amostras, e ambas as condicdes foram obtidas no ELISA-MP. Com
intermediate range (IR) menor, é possivel selecionar um cut-off, sem obter Se e Es abaixo de
uma significdncia estatistica de 95%, com menor indice de resultados duvidosos e

consequente maior proporcao de resultados validos (VRP); com MP a VRP atingiu 97,4%.

No resultado do perfil de subclasses de IgG (IgG1, 1gG2, 1gG3 e 1gG4), na
resposta contra antigenos com e sem presenca de carboidratos detectdveis, os grupos

testados tiveram uma reducdo da DO. Em G2 e G3, o tratamento revelou o mesmo efeito
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nas subclasses, enquanto no G1 observou-se interagdo dos fatores. Nos grupos controle, a

reducdo da média de IgG ndo pode ser atribuida a uma ou mais subclasses especificas.

Interessantemente, no G1, as quatro subclasses apresentaram diminuicdo no
reconhecimento do extrato deglicosilado. Na estrongiloidiase humana, estudos anteriores
estabeleceram variagdes no efeito imune efetor das subclasses de IgG. IgG1 estd associada
com um tempo de regulacdo dependente de infeccdo por S. stercoralis, é secretada em
maior quantidade no inicio da infecgdo, e tende a diminuir com a cronicidade (ATKINS et al.,
1997, 1999). Os niveis de 1gG4 sdo mantidos por regulagdo positiva, como resultado da
estimulacdo antigénica prolongada na fase cronica (ATKINS et al., 1997, 1999; SATOH et al.,
2004). Os niveis de 1gG2 e IgG3 especificas sdo baixos (CONWAY et al., 1994; ATKINS et al.,
1997). Nao ha relato da pesquisa de subclasses relacionada ao reconhecimento de epitopos
compostos tanto de residuos de carboidratos, ou composto por esses grupos funcionais e os

proteicos na estrongiloidiase humana.

Na hidatidose humana, o efeito diferencial do tratamento com periodato
resultou na maior deteccdo de IgG2 anticarboidrato de baixa avidez e 1gG4 de alta avidez
contra peptideos (STERLA; SATO; NIETO, 1999). Foi demonstrado, na esquistossomose,
efeito semelhante: ligacdo reduzida de IgG2 nos preparados oxidados e reconhecimento por
lgG4 de epitopos periodato-resistentes; enquanto IgG1 e 1gG3 foram direcionados tanto a
epitopos com carboidratos ou peptidicos (LANGLEY et al., 1994). A subclasse 1gG3 Fasciola-
especifica pareceu direcionada contra epitopos com determinantes proteicos, 1gG2
reconheceu epitopos de carboidratos e IgGl e IgG4 ambos (MAHER et al., 1999).
Classicamente, atribui-se a IgG2 a resposta quase exclusiva contra epitopos com residuos de
carboidratos que induzem, predominantemente, uma resposta linfécitos T-independente
(SIBER et al., 1980; VON GUNTEN et al., 2009). No entanto, em microarray de glicanos a
deplecdao de IgG2 de preparagdes de imunoglobulina endovenosa, mostrou um efeito
mediano nos padrdes de reconhecimento anticarboidrato (VON GUNTEN et al.,, 2009).
Assim, mesmo que lgG2 represente de fato a maior parte da reatividade para muitos
glicanos, talvez esse nao seja o caso para Strongyloides, uma vez que, em IgG1 e IgG3, foi

observada a maior reducdo de DO. Por exemplo, em pacientes infectados com Plasmodium
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falciparum também foi detectado perfil diferencial das subclasses de IgG, sendo que IgG1
teve a maior propor¢do de decréscimo de reconhecimento de epitopos com carboidrato,

seguida de 1gG2, 1gG3 e IgG4 (FERREIRA et al., 1996).

O controle com preparado exclusivamente de carboidratos, possivelmente,
delinearia melhor o perfil de reconhecimento. A IgG2 de pacientes com filariose linfatica
bancroftiana reagiu no ELISA, principalmente com preparado de antigeno heterélogo rico
em carboidratos, enquanto que os anticorpos IgG4 anti-filaria teve niveis de detecgao
somente com antigeno oxidado com periodato. A reatividade de IgG3 foi maior para
carboidratos, semelhante a 1gG2, ao passo que IgGl teve média maior para antigenos

proteicos (MOHANTY et al., 2001).

Compativel com a ideia de reatividade cruzada esta a utilizagao satisfatdria de
espécies de parasitos de um mesmo género para a producdo de extratos heterdlogos
aplicados no imunodiagndstico especifico (PERALTA et al., 2010), ou seja, estabelece que a
maior parte dos epitopos é compartilhada. Os carboidratos sdo, geralmente, entendidos
como antigenos que desviam os epitopos que gerariam respostas imunoprotetoras nas
helmintiases (MAIZELS et al., 1993). Portanto, a resposta antigeno-especifica pode ser
resultado de caracteristicas minimas da glicosilacdo proteica, como epitopos compostos

tanto de proteinas como de grupos funcionais de carboidratos (HASLAM et al., 2003).

5.3
IDENTIFICAGAO DE PROTEINAS DE LARVAS FILARIOIDES DE Strongyloides
venezuelensis RECONHECIDAS POR IgG DE PACIENTES COM ESTRONGILOIDIASE HUMANA

POR TECNICAS PROTEOMICAS

Considerando as limitagGes relacionadas ao imunodiagndstico de S.
stercoralis, principalmente, a reatividade cruzada com outras infec¢Ges parasitarias e testes
positivos com soros de individuos saudaveis de area endémica, esforcos para atingir um

diagndstico confidvel ainda sdo necessarios. Avancos recentes em espectrometria de massas
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e protedmica tém apresentado resultados promissores para o diagnodstico laboratorial de
infeccGes parasitarias (VASOO; PRITT, 2013). Nematédeos, mesmo com tamanha
diversidade, incluindo helmintos parasitos de humanos, tém, comparativamente, a outros
grupos poucos estudos que empregaram técnicas proteOmicas para estudar a Biologia
destes (DOBOS et al., 2004). Além dos fatores que colocam tais doengas como
negligenciadas (OLSEN et al.,, 2009), outra limitacdo para esses estudos é a falta de
informagdo gendmica disponivel (SANCHEZ-FLORES, 2013). A combinagdo dos estudos
imunolégicos com a protedmica tem sido uma ferramenta importante para analisar
respostas imunes, tanto no nivel global dos organismos, quanto na caracterizacdo de
proteinas antigénicas individuais (HESS et al., 2005), e reconhecidas por anticorpos
especificos (SOTILLO et al., 2008). Para identificar antigenos adequados para o
imunodiagndstico da estrongiloidiase, o extrato salino de larvas filarioides de S.
venezuelensis foi fracionado em resina de gel filtracdo (S-100), resolvido em SDS-PAGE 1D,
testado em imunoensaio e submetido a espectrometria de massas e ferramentas de

bioinformatica.

Os protocolos de fracionamento por exclusdo molecular com preparados de
Strongyloides ja descritos utilizaram antigeno bruto de larvas L3 de S. stercoralis: extraido
em agua destilada e tratado com éter para remocao de lipidios aplicado em cromatografia
com resina S-200 (MANGALI et al., 1991) ou extraidos em dgua e centrifugados em tubo com
membrana filtrante - cut-off de 30 kDa (DEKUMYOQY et al., 2002). Ambos ndo caracterizaram
eletroforeticamente os antigenos. No primeiro estudo, com trés fracdes consideradas, a
primeira fracdo, teoricamente, somente com componentes de alto peso molecular, foi a
mais reativa no ELISA-IgG com as amostras de todos os grupos testados. Mangali e
colaboradores (1991) atribuiram a maior absorbancia a maior quantidade de componentes
antigénicos na fracdo inicial do que nas outras duas. Os antigenos abaixo de 30 kDa, no
segundo estudo, foram menos reativos aos anticorpos IgG dos pacientes com outras
infec¢Oes parasitarias e mantiveram o reconhecimento de anticorpos anti-Strongyloides,
com especificidade de 78,44 %, comparada ao ndo fracionado (40,12 %). O numero de casos

falsos positivos para cada doenca foi reduzido (DEKUMYOQY et al., 2002).
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No presente estudo, foi utilizada resina S-100 para o fracionamento de
preparado heterdlogo extraido em solucdo salina de L3 de S. venezuelensis (ES). Somente o
cromatograma nado foi suficiente para indicar os picos de fracdo, entdo, procedeu-se a
analise eletroforética. Quando submetidas a SDS-PAGE, foi verificada evidente diferenca do
perfil do extrato salino total, reunidas em quatro fragées (F1-F4), mas ainda com composicao
varidvel. Problemas na identificacdo das proteinas foram evitados ao buscar-se abordagem a
partir de andlise do gel 1D. Nos estudos que envolvem técnicas protedmicas entre as
estratégias que sdo consideradas e aprimoradas para obtencdo de dados, estdo a
preparacao rapida de amostra para conseguir perfis proteicos reproduziveis em SDS-PAGE
(MORPHEW et al., 2007). Por exemplo, devido a um alto background e a baixa taxa de
cobertura das sequéncias de Spirometra erinaceieuropaei nao foi possivel identificar os spots

excisados de géis 2D (RAHMAN; LEE; BAE, 2011).

Para selecionar as bandas polipeptidicas a serem analisadas das fragdes F1-F4,
estas foram testadas na deteccdo de IgG Strongyloides-especifica por ELISA. A analise
estatistica avancada dos parametros de ELISA (GREINER, 1996; CROWTHER, 2009) apontou a
F2 como a de melhor desempenho no diagndstico baseado nos indices de IR, VRP, Es e LR+ e
equivaléncia ao ES nos parametros de Se e LR—. Fez-se notar, também, a diminui¢do no IE no
grupo de pacientes saudaveis (G3), exclusivamente, em F2 quando comparada ao ES. Demais
comparacoes de IE das fracdes com o ES mostraram diminuicdo do indice no G1 (positivo)
para todas as fracOes; e em relacdo ao G2 (outras parasitoses), o IE diminui, quando
utilizadas F1 e F2 e aumentou em F3 e F4. Discutem-se estes resultados com os obtidos por
Mangali e colaboradores (1991) que observaram maior valor de cut-off para a fracdo com
proteinas de maior massa molecular, de forma semelhante ao resultado de F1; e os de
Dekumyoy e colaboradores (2002) que, mesmo com protocolo com moderada especificidade
(< 80 %), conseguiram aumenta-la com fragdo de proteinas < 30 kDa, que seria comparavel a
F3 e, principalmente F4, mas que apresentaram valores menores de cut-off, Se e Es.
Justificam-se esses achados mistos com a presenca de epitopos determinantes de
reatividade diferencial em cada fracao obtida, reiterando a necessidade de identificacao e

definicdo de alvos diagndsticos especificos e sensiveis.



100

No entanto, deve-se considerar que um alto nivel de purificagdao de antigenos
parasitarios pode ser relacionado a um aumento de especificidade acompanhado de
reducdo nos indices de sensibilidade (CHENTHAMARAKSHAN; VADIVELU; PUTHUCHEARY,

2001).

A cromatografia de gel filtragdo simples ndo foi suficiente para separar uma
banda polipeptidica definida e esses antigenos especificos poderiam ter sido detectados por
immunoblot. As bandas submetidas a analise de espectrometria de massas derivaram dos
resultados de ELISA-IgG, no entanto as regides imunodominantes de antigenos homdlogos e
heterdlogos reconhecidas por pacientes infectados com S. stercoralis em immunoblot,
documentadas na literatura, compreendem varias massas moleculares — de 17 kDa (GENTA
et al., 1988) a 138 kDa (SILVA et al., 2002). Dados produzidos por perfis de immunoblot 1D
estdo disponiveis (GENTA; LILLIBRIDGE, 1989; SATO et al., 1990; CONWAY et al., 1993, 1994;
LINDO et al., 1994; SIDDIQUI et al., 1997; UPARANUKRAW; PHONGRSI; MORAKOTE, 1999;
ATKINS et al., 1999; RODRIGUES et al., 2004; SUDRE et al., 2007; MACHADO et al., 2008b;
RIGO et al., 2008; FELICIANO et al., 2010). Assim, experimentos de purificacdo adicionais
foram evitados. As tecnologias de alto rendimento (high-throughput) disponiveis para
avaliacdo de proteoma e a ndo necessidade da busca em proteinas selecionadas
propiciaram: a avaliacdo de antigenos em conjuntos maiores de proteinas nativas, a
diminuicdo da dependéncia das tecnologias recombinantes para expandir o pool de
proteinas triadas (DOBOS et al., 2004) e menos exigéncias para as amostras (DA SILVA et al.,

2012).

Como F2 demonstrou ser fonte importante de componentes antigénicos para
detectar IgG, cinco bandas que cobriram a maior amplitude (60, 45, 33, 30 e 13 kDa) foram
excisadas e encaminhadas para espectrometria de massas. Até a elaboracdo da tese,
somente as de 60 e 33 kDa foram processadas. Para as duas bandas, de acordo com os
critérios de analise dos dados de score, taxa de cobertura e peptideos Unicos, considerou-se
a identificacao de trés proteinas: aspartic protease 4, 14-3-3 zeta e HSP 60. Todas, a partir do

banco de dados (UniProt; NCBI) de S. ratti, com alto grau de homologia.
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Aspartato proteases (ASP) sdo definidas pela presenca de residuos de acido
aspartico cataliticos no seu sitio ativo e incluem pepsinas, reninas e catepsinas. Nos
nematddeos, as aspartato proteases tém papel no parasitismo: degradam macromoléculas
da pele e ajudam na digestdo de hemoglobina — em ancilostomatideos ou muco —
Strongyloides ratti (EVANS et al., 2008). Como antigeno, as aspartato proteases tém sido
utilizadas no desenvolvimento de vacinas contra ancilostomatideos (LOUKAS et al., 2006).
Especificamente, ASP-4 de S. ratti ndo possui um sitio de N-glicosilagdao, necessario para o
targeting lisossomal (MELLO et al., 2009). Os transcritos em S. ratti foram menores nos
estadios larvais imaturos, comparados a L3 infectante ou nas formas adultas (MELLO et al.,
2009). A identificacdo em S. venezuelensis de uma ASP-4 homdloga e a descricdo de papel

imunogénico tornam-na de interesse no diagndstico, como sintese futura de peptideo.

As proteinas 14-3-3 representam uma familia amplamente expressa nos
eucariotos. Apresentam, aproximadamente, 30 kDa e formam dimeros espontaneos de
ligacdo fosfoserina-treonina (SILES-LUCAS; GOTTSTEIN, 2003). Estdo envolvidas no ciclo e
regulacdo celular (sinalizagdo, interagdao proteina-proteina e ativagdo ou inibicio de
enzimas). Em helmintos, caracterizacbes das 14-3-3 foram feitas, principalmente, em
Schistosoma spp. e Echinococcus spp. Na expressdo estagio-especifica, o papel na
proliferagdo e sobrevivéncia dos parasitos e a fungao isoforma especifica apontaram as 14-3-
3 como candidatas vacinais (SILES-LUCAS; GOTTSTEIN, 2003). As proteinas da subfamilia da
isoforma zeta foram aplicadas nos ensaios de vacinagdo e conferiram significativa protecao
na esquistossomose e hidatidose (SILES-LUCAS; GOTTSTEIN, 2003). Na espécie humana,
algumas 14-3-3 sao relacionadas a carcinogénese. A 14-3-3 zeta foi aplicada em teste ELISA
como biomarcador de pacientes com cancer epitelial ovariano, mas sem diferenciacdo dos
grupos (HATZIPETROS et al., 2013). Com base nesses dados, a busca pelo papel da 14-3-3
zeta no diagndstico da estrongiloidiase é sugerida, especialmente, com regies de peptideos

diferentes de nematdédeos e do humano.
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A proteina HSP60 pertence a familia de chaperonas e é constituida pela
associacao de subunidades proteicas de 30 kDa. Originalmente, identificadas com base na
expressao aumentada em células submetidas a choque-térmico ou outro estresse, mas,
atualmente, ha evidéncias que atuam em outros processos celulares como sinalizacdo e
imunidade (CALDERWOOD; MAMBULA; GRAY JR.; 2007). Entre as proteinas de
excrecdo/secrecdo de S. ratti, HSP60 é um dos componentes principais e tem func¢do de alvo
da resposta imune celular e humoral na infeccdo de camundongos (TAZIR et al., 2009; BEN
NOUIR et al., 2012). J& aplicada em estudo de imunizacdo, HSP60 recombinante —
combinada a diferentes adjuvantes — ou seu anticorpo monoclonal (IgM) conferiram
protecdo a modelos murinos (BEN NOUIR et al., 2012). Por induzir resposta mediada por
anticorpos contra a infeccdo por S. ratti tipicamente de perfil Thl, sugere-se que, no
imunodiagndstico, poderia ser util como marcador de fase de infeccdo pelo perfil de
deteccdo de isotipos (ATKINS et al., 1999; RODRIGUES et al., 2007) ou pela avaliacdo da

avidez (GONZAGA et al., 2011b).

VariagGes nos protocolos de sorodiagndstico da estrongiloidiase sdo avaliadas
pelos laboratérios de pesquisa, no entanto a identificacdo e caracterizacdo para o
diagndstico de peptideos/proteinas ndo sdo frequentes. Os antigenos recombinantes
descritos e aplicados em imunoensaios foram: 5a, 12a (RAMACHANDRAN et al., 1998) e NIE
(recombinant immunodiagnostic antigen; antigeno imunodiagndstico recombinante) (RAVI
et al., 2002); e, recentemente, peptideos recombinantes ligados a fagos e, posteriormente,
sintetizados (FELICIANO, 2014). Mesmo que imunogénicos, outros exemplos de antigenos
recombinantes ja descritos ndao foram testados para diagndstico. Por exemplo, foram
avaliados os antigenos Ss-TMY-1, Ss-EAT-6, Ss-LEC-5 e Ss-IR pelo grau de reconhecimento de
IgG humana de pacientes com estrongiloidiase, mas somente com Ss-IR obteve-se resultados
de eficacia como parte de uma vacina (ABRAHAM et al., 2011). No entanto, NIE é
caracterizado como bom candidato a plataformas LIPS-IgG e ELISA-IgG (RAMANATHAN et al.,

2008; REQUENA-MENDEZ et al., 2013), mas ndo foi capaz de induzir resposta imune



103

protetora em projetos com vacinas (ABRAHAM et al., 2011). O ELISA para deteccdo de
anticorpos contra strongylastacin recombinante, uma metaloprotease dependente de zinco
componente do antigeno de excregdo/secrecdo, ndo teve especificidade satisfatéria na
deteccdo de IgG normais, porém foi altamente sensivel e especifica para IgE
(VARATHARAJALU et al., 2011). Poucas sdo as sequéncias de aminodacidos ou proteinas
especificas avaliadas como marcadores de imunodiagndstico da estrongiloidiase, assim,
novas ferramentas sdao necessdrias para a avaliagdo do diagndstico diferencial de infecgbes

ativas, de exposicoes passadas e para o monitoramento da efetividade do tratamento.

Neste estudo, aplicando essa combinagdo de técnicas, foi possivel: (1)
estabelecer uma fracdo representativa de polipeptideos mais bem reconhecida pelo soro de
pacientes infectados com estrongiloidiase, (2) identificar proteinas de Strongyloides
reconhecidas por 1gG género-especifica e (3) discutir possiveis epitopos para posterior
utilizacdo em imunoensaios diagndsticos ou vacinais, fornecendo alternativas moleculares
para as populacdes com estrongiloidiase. Estudos protedmicos podem ser utilizados como
método de triagem para formular hipdteses e guiar pesquisas futuras (MILARDI et al., 2013).
Pesquisas adicionais incluindo alternativas para detecg¢ao por immunoblot, refinamento das
analises in silico, sintese quimica dos peptideos alvo e aplicacdo em testes imunoenzimaticos
sao necessarias para a caracterizagao definitiva dos epitopos reconhecidos por anticorpos no

diagndstico da estrongiloidiase.
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6. CONCLUSAO

A fracdo DEAE S2 que interagiu com a resina dietilaminoetil-Sepharose
demonstrou ser fonte de peptideos sensiveis e especificos para deteccdo de IgG no
sorodiagndstico da estrongiloidiase humana.

O tratamento com metaperiodato de sédio nos protocolos padronizados foi
adequado tanto para larvas integras de S. venezuelensis quanto do extrato salino. A
deglicosilagcdo quimica do antigeno larval heterélogo diminuiu a média de IgG nos pacientes
com estrongiloidiase e também a reatividade cruzada/os resultados falsos positivos nos
grupos controle, demonstrando o papel dos residuos de carboidratos no reconhecimento da
IgG e suas subclasses anti-Strongyloides.

A fracdo F2, obtida apods gel filtracdo, é composta por proteinas
imunodominantes, entre elas as ja identificadas ASP-4, 14-3-3 zeta e HSP60. Esses dados, em
conjunto com analises imunoldgicas complementares e in silico detalhadas — como predicao
de epitopos de células B das proteinas de F2 em conjunto com a avaliagdo de peptideos com
carga final negativa, com e sem sitios de glicosilacdo — permitirdo a definicdo de peptideos

para utilizacdo em ensaios vacinais ou de diagndstico da estrongiloidiase humana.
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