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RESUMO

A estrongiloidiase humana é uma doenga parasitaria cosmopolita que ocupa o quinto lugar
dentre as helmintiases com estimativa de mais de 50 milhdes de pessoas infectadas. O modelo
animal com Strongyloides ratti viabiliza a produ¢do de larvas filaridides em laboratério
permitindo o desenvolvimento de ensaios biologicos. Este trabalho teve como objetivo utilizar
o teste “Western blotting” (WB) em amostras de soro empregando-se extrato salino de S. ratti
no diagnostico da estrongiloidiase humana comparando-o com os testes de Imunofluorescéncia
Indireta (ILF.I) e Enzime-Linked immunosorbent Assay (ELISA). Foram analisadas 180
amostras de soro, sendo 80 de pacientes que estavam eliminando larvas de S. stercoralis nas
fezes, 60 de pacientes com outras parasitoses ¢ 40 de individuos sadios. S. ratti foi obtido de
cultura de fezes de Rattus rattus infectados experimentalmente. Anticorpos IgG séricos foram
detectados pelo teste LF.I. utilizando-se como antigeno cortes de 4 micras de larvas filaridides
de S. ratti. Para os testes ELISA e WB utilizou-se como antigeno extrato salino de larvas
filariodes de S. ratti. O WB foi realizado com gamaglobulina de coelho imune e amostras de
soro dos pacientes. Foram considerados imunodominantes os marcadores antigénicos: 8, 10,
14, 17, 20, 23, 26, 30, 33, 35, 46, 55, 60, 70, 78, 81, 85, 90, 105, 117, 126 ¢ 138 kDa. O
reconhecimento de duas ou mais proteinas imunodominantes pelas amostras de soro dos
individuos estudados foi utilizado como critério de positividade para o teste de WB. Os
peptideos imunodominantes (14, 17, 20, 30, 35, 55 e 78 kDa) foram reconhecidos pela
gamaglobulina de coelho imune e coincidiram com os peptideos imunodominantes detectados
pelas amostras de soro dos pacientes com estrongiloidiase. Ocorreram reagdes cruzadas com
ancilostomideo (2 casos) e Trichuris trichiura (1 caso). As sensibilidades e as especificidades
dos testes IF.I, ELISA e WB foram, 90%, 100%, 98,7% e 100%, 98% e 93%,
respectivamente. Houve concordancia positiva para os trés testes em 90% dos casos com
estrongiloidiase. A concordéncia negativa nos trés testes foi de 91,7% e 95%, respectivamente
para 0s pacientes com outras parasitoses e individuos sadios. Nos casos com resultados de
LFI- e ELISA+, o WB definiu o diagnostico. Comparando-se os trés testes nio houveram
outras possibilidades discordantes além das citadas acima. Conclui-se que o WB utilizando
extrato salino de S. ratti foi capaz de reconhecer 22 peptideos imunodominantes e definiu o
diagnéstico em casos de sorologia discordantes (LF.I-/ELISA+) além de apresentar indices
elevados tanto em sensibilidade quanto em especificidade nos testes I.F 1., ELISA ¢ 0 WB

analisados na detecgdo de IgG sérica no diagnostico da estrongiloidiase humana.
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~ from serum were detected through IFAT, utilizing S. ratti filariform larvae sections of 4 micra

SUMMARY

Human strongyloidiasis is a cosmopolitan parasitic disease that occupy the fifth
position between helmintiasis and it is estimated that more than 50 million people are
infected. The animal model for Strongyloides ratti turns the filariform larvae production
viable at laboratory, allowing development of biological assay. The present study aimed to
utilize Western Blotting test (WB) in serum samples with saline extract from §. ratsi in the
diagnosis of human strongyloidiasis and to compare with Immunofluorescence Assay Test
(IFAT) and Enzyme-Linked Immunosorbent assay (ELISA). From 180 serum samples
analysed, 80 were from patients that were eliminating S. stercoralis larvae in feces, 60 were
from patients with another parasitosis and 40 were from healthy individual. S. rati was

obtained from feces culture of Rattus rattus experimentally infected. IgG antibodies seric

as antigen. Saline extract from S. rarti filariform larvae was utilized as antigen for ELISA and
WB tests. WB was carried out with gammaglobulin from immunized rabbit and the samples
of patient serum. The following antigenic markers were considered immunodominant: 8, 10,
14, 17, 20, 23, 26, 30, 33, 35, 46, 55, 60, 70, 78, 81, 85, 90, 105, 117, 126 and 138 kDa. The
recognition of two or more immunodominant proteins by serum samples from the studied
individual was the criterion of positivity for WB test. The immunodominant peptides (14, 17,
20, 30, 35, 55 and 78 kDa) were recognized by gammaglobulin from immunized rabbit and
they were coincident with the immunodominant peptides detected by samples of serum from

patients with strongyloidiasis. Cross-reactions occured with hookworms (2 cases) and

Trichuris trichiura (1 case). Sensitivity and specificity of IFAT, ELISA and WB tests were
90%, 100%, 98.7% and 100%, 98%, 93% respectively. There was a positive concordance for
the three tests in 90% of the cases of strongyloidiaéis. The negative concordance in the three
tests was 91.7% and 95% respectively, for the patients with another parasitosis and for
healthy individual. In cases of negative IFAT and positive ELISA results, diagnosis was
defined by WB. By comparing the three tests there were no other contradictory possibilities
apart from that above cited. In cloclusion, WB test utilizing saline etract of S. ratti was able to
recognize 22 inimunodominant peptides and defined the diagnosis in cases of contradictory
serology (IFAT-/ELISA+) and also presents high levels of sensitivity as well specificity in
IFAT, ELISA and WB tests analysed for seric IgG detection in the diagnosis of human

strongyloidiasis.
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1. INTRODUCAO

Na competigio dos parasitos, onde sobreviver em alguns nichos ecologicos torna-se

indispensavel a presenga do hospedeiro adequado, Strongyloides stercoralis (Bavay, 1876)

ocupa uma posi¢ao Gnica. Este nematodeo tem desenvolvido uma relagdo com sucesso em

dois ecossistemas, O meio terrestre € 0 COIpo do mamifero, facultativamente independente

entre eles. Este parasito ‘nfecta os seres humanos, mas pode atingir também macacos, cées,

gatos e roedores (GENTA, 1986; GROVE, 1996).

1.1 Histoérico e Classificacao Taxonémica

Strongyloides stercoralis € 0 agente etiologico da estrongiloidiase humana. Este
nematodeo foi observado pelo médico francés Louis Normand em 1876, na cidade de Toulon-
Franga, ao examinar fezes diarréicas de soldados franceses procedentes da Cochinchina,
antigo Vietna. Bavay, farmacéutico e colaborador de Normand, classificou as formas parasitas

como Anguillula stercoralis (Jatim “ Anguillula” = pequena enguia ou peixe longo e “stercus”

— esterco) encontradas na luz intestinal e como A. inlestinalis para 08 obtidos em necropsias.

Em 1911, Leuckart demonstrou serem as formas estercoralis € intestinalis pertencentes a

mesma espécie heterogenética, com uma forma parasita partenogenética e outra de geragdo de

vida livre bissexuada, passando a denomina-la Strongyloides stercoralis (grego “Strongylos”

= arredondado ou esférico) (PESSOA, MARTINS, 1982; PIRES, DREYER, 1993; GROVE,

1996; COSTA-CRUZ, 2000).

O nematodeo Strongyloides sp., pertence ao reino Animalia, sub-reino Metazoa, filo
Nematoda, classe Secernentea, subclasse Rhabditia, ordem Rhabditida. A familia

Strongyloididae contém apenas um género Strongyloides (LEVINE, 1980) composto por 52

espécies dentre as quais somente duas acometem o homem: S. stercoralis e S. fuelleborni von

Linstow, 1905 esta ultima apresenta uma subespécie S. f kellyi. A primeira espécie tem




distribuicdo mundial, a segunda € encontrada na Africa e nas Filipinas e a subespécie foi

encontrada parasitando criangas na Papua Nova Guiné (BARNISH, ASHFORD, 1989;

PIRES, DREYER, 1993).

1.2 Aspectos Bioldgicos

As fémeas partenogenéticas localizam-se na parede do intestino delgado, mergulhadas
nas criptas da mucosa duodenal, principalmente nas glandulas de Lieberkithn e na porgdo
superior do jejuno, onde fazem as posturas onde os ovos saem do intestino para o solo. Nas
formas graves, sdo encontradas da porgdo pildrica do estdmago até o intestino grosso
(COSTA-CRUZ, 2000).

As larvas rabditoides, eliminadas nas fezes do individuo parasitado, podem seguir dois
ciclos: o direto ou partenogenético e o indireto, sexuado ou de vida livre, ambos
monoxénicos. Isto ocorre devido a constitui¢do genética das fémeas partenogenéticas, que sdo
triploides (3n) e podem produzir, simultaneamente, trés tipos de ovos, originando larvas
rabditoides: triploides (3n) que se transformam em larvas filarioides triploides infectantes,
completando o ciclo direto; diploides (2n), que originam fémeas de vida livre; e haploides (n),
que evoluem para macho de vida livre, sendo que estas duas ultimas completam o ciclo
indireto (COSTA-CRUZ, 2000).

No ciclo direto, as larvas do primeiro estadio ou larvas rabditdides (L1) no solo ou
sobre a pele da regido perineal, apds 24 a 72 horas, se transformam em larvas infectantes (L3).
Ocorrem quatro mudas ou ecdises larvarias, sendo que as duas primeiras (L1-5L2—L3)
ocorrem no solo, € as duas dltimas (L3—L4—fémea parasita) no intestino do hospedeiro. No
ciclo indireto as larvas rabditdides sofrem quatro mudas larvarias no solo e, apés 18 a 24
horas, produzem fémeas € machos de vida livre (COSTA-CRUZ, 2000).

Os ciclos direto e indireto se completam pela penetrago ativa das larvas L3 na pele ou

mucosa oral, esofagica ou gastrica do hospedeiro. Estas larvas secretam melanoproteases, que




as auxiliam, tanto na penetragao quanto na migragdo através dos tecidos, que ocorre numa

velocidade de 10cm por hora. Algumas morrem no Jocal, mas o ciclo continua através das
larvas que atingem a circulagdo venosa € linfatica e através destes vasos seguem para O
coragio e os pulmoes. Chegam ao0s capilares pulmonares, onde se transformam em L4,
atravessam a membrana alveolar e, através de migragdo pela arvore bronquica, chegam a
faringe. Podem ser expelidas pela expectoragdo, que provocam, Ou serem deglutidas,
atingindo o intestino delgado, onde se transformam em fémeas partenogenéticas. Os ovos sdo
depositados na mucosa ntestinal e as larvas alcangam a luz intestinal (COSTA-CRUZ, 2000).

A infecgdo no homem ocorre, na maioria das vezes, através da penetragdo ativa das
larvas filarioides na pele (hetero ou primoinfecdo), principalmente nos membros inferiores €
ocasionalmente através da injestdo de agua ou alimentos contaminados (FERREIRA, 1991,
COSTA-CRUZ, 2000).

No homem ocorre ainda a auto-infecgdo, que pode acontecer de duas formas, interna e
externa. Na auto-infecgdo interna, as larvas rabditoides, ainda na luz intestinal, transformam-
se em larvas filarioides, penetrando na mucosa ¢ completam o ciclo pulmonar. Na auto-

infec¢do externa, as larvas filarioides, resultantes da evolucdo de larvas rabditoides presentes
na regido perianal, penetram ativamente na pele e completam o ciclo direto. Como resultado
da autoinfec¢io continua, a estrongiloidiase pode persistir por muitas décadas apds o

individuo ter sido infectado, mesmo na auséncia de novas infecgdes (BRASITUS et al., 1980;

REY, 1992; LIU, WELLER, 1993; ROSSI et al., 19933, CONWAY et al., 1995).

1.3 Epidemiologia

A estrongiloidiase humana ¢ uma doenca parasitéria cosmopolita que ocupa o quinto
lugar de prevaléncia dentre as helmintiases, com estimativa de mais de 50 milhdes de pessoas
infectadas. S. sfercoralis apresenta-se amplamente disseminado nos tropicos e subtropicos,

sendo que as condigdes climaticas favoraveis, a alta concentragdo populacional de baixo




poder econdmico e cultural, a deficiéncia de educagdo sanitaria e a falta de saneamento basico

permitem o desenvolvimento e a manutengao deste agente no meio ambiente. Ocorre também
em residentes e migrantes de paises desenvolvidos, viajantes e veteranos retornados de areas
endémicas, nativos e residentes nos EUA (CROMPTON, 1987; CELEDON et al., 1994, AL
SAMMAN, SALIMA, LONG, 1999).

De acordo com a prevaléncia da infecgdo, STUERCHLER (1981) definiu trés regides
mundiais: esporadica (<1%), endémica (1-5%) e hiperendémica (>5%). A estrongiloidiase
apresenta uma distribui¢do heterogénea com areas de predileio no Sudoeste da Asia, Brasil,
Coldmbia, Sul dos Apalaches, Leste Europeu, Oeste da Africa e algumas ilhas do Caribe (IN:
PIRES, DREYER, 1993).

Na Europa, a infec¢do prevalece em pessoas que trabalham na zona rural, enquanto
que nos paises tropicais a doenga acomete principalmente criangas pelo seu contato freqiiente
com solos contaminados (BOUREE et al., 1981; PIRES, DREYER, 1993).

No Brasil, a importancia deste parasito como agente etiologico da estrongiloidiase foi
estudada primeiramente por Ribeiro da Luz, em 1880. A partir de entdo, as maiores taxas de
prevaléncia foram encontradas nos Estados de Minas Gerais, Amapa, Goias e Rondbnia
(FERREIRA, 1991; PIRES, DREYER, 1993; ANDRADE NETO, ASSEF, 1996;
MACHADO, COSTA-CRUZ, 1998; COSTA-CRUZ, 2000).

Analisando 9900 laminas pelos métodos parasitologicos de Baermann-Moraes
(BAERMANN, 1917, MORAES, 1948) e de Lutz (LUTZ, 1919), MACHADO, COSTA-
CRUZ (1998) demonstraram que Uberlandia-MG-Brasil ¢ uma regido hiperendémica, ao

registrarem um indice de 13% de ocorréncia para a infecgdo por S. stercoralis em criangas de

quatro meses a sete anos de idade, residentes da area urbana.




1.4 Aspectos Clinicos

As caracteristicas clinicas desta geo-helmintiase est3o ligadas a diversos fatores como:
migragio do parasito no organismo do hospedeiro, sensibilidade imunolégica, grau da
infeccdo parasitaria, estado nutricional do hospedeiro e estados infecciosos concomitantes.
Uma vez que a estrongiloidiase ¢ assintomatica ou produz sintomas pulmonares e digestivos

comuns a outras doengas parasitarias, o diagndstico clinico ainda € inconclusivo (REY, 1992;

LIU, WELLER, 1993).

A triagem cléssica para um individuo com suspeita de estrongiloidiase ocorre quando
o mesmo apresenta diarréia, dores abdominais, urticirias e, além destas manifestagdes,
eosinofilia sangiiinea. Em geral, nos individuos imunologicamente normais, a estrongiloidiase
¢é assintomatica ou oligossintomatica. A presenga de ovos, larvas e parasitos adultos na
mucosa do intestino delgado resulta em reagdo inflamatéria, que pode levar a ulceragSes
extensas, conduzindo & mé4 absorgdo, perda protéica intestinal e diarréia cronica ou provocar

disfungio gastrointestinal, manifestada como dor abdominal ou hemorragia (REY, 1992;

GROVE, 1996; MANNESCHI et al., 2000).

A estrongiloidiase disseminada fatal foi constatada por NOLETO et al. (1990) em 13
casos de necropsias, com idade entre 11 e 64 anos, realizados no Rio de Janeiro (RJ). Todos
os individuos estudados apresentavam uma condi¢io desencadeante prévia: desnutri¢do
cronica, uso de corticosteroides, infecgdo respiratoria aguda ou sindrome de Cushing,

Individuos com deficiéncia de imunidade celular podem desenvolver um ciclo vital de
auto-infeccdo. Nos hospedeiros imunossuprimidos, seja por neoplasias hematologicas,
alcoolismo crénico, desnutrigdo protéico-calorica, corticoideterapia, agentes citostaticos, raios
X ou pela Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA), pode resultar em doenca
pulmonar aguda e disfungdo de Orgdos, contribuindo para casos potencialmente fatais,

provocados pela disseminagdo da larva para locais como cérebro, pulmdes, figado, vias




biliares, pancreas, trato genito-urinario € pele, causando a estrongiloidiase disseminada
(SCOWDEN, SCHAFFNER, STONE, 1978; MELTZER et al., 1979; BRASITUS et al.,
1980: FERREIRA, 1991; TARANTO, 1995; KOTHARY, MUSKIE, MATHUR, 1999).

Considerando 2 gravidade desta parasitose em relagdo aos individuos
imunologicamente deficientes, FERREIRA er al. (1999) descreveram 25 casos de
estrongiloidiase € infeccdo pelo Virus de Imunodeficiéncia Humana (HIV) nos pacientes
acompanhados no ambulatorio de Doengas Infecciosas e Parasitarias do Hospital das Clinicas
da Universidade Federal de Uberlandia, incluindo sete casos de sindrome de hiperinfec¢do,
com confirmagdo necroscopica da disseminagdo a multiplos orgaos, em dois destes.

Desde 1960 o tiabendazol € 0 albendazol tém sido as drogas utilizadas no tratamento
da estrongiloidiase, mas apresentam varios efeitos colaterais e sdo pouco eficazes em

programas de controles de endemia. Estudos demonstraram que a ivermectina tem sido a

droga mais efetiva e segura no controle desta doenga endémica (LINDO et al., 1996;

CHIODINI et al., 2000; ZAHA et al., 2000).

1.5 Resposta imune na estrongiloidiase

O sistema imune caracteriza-s¢ por apresentar pelo menos dois tipos distintos de
células T helper, Thl e Th2, que tém a propriedade de interagir negativamente entre si. O
fenotipo Th2 esta associado com respostas imunes contra alérgenos e helmintos. Nestes casos
o mecanismo de reposta imune ¢ T-dependente. As células T, predominantemente de fenotipo
Th2, respondem ao antigeno do parasito € induzem a produgdo de IgE e IgG4 pelas células B,
a proliferagdo dos mastocitos da mucosa, em resposta a IL-3 (Interleucina 3), IL-4 e IL-10
(ROITT, BROSTOFF, MALE 1999; ABBAS, LICHTMAN, POBER, 2000; WATANABE e!

al., 2000).

Individuos infectados com . stercoralis, na Jamaica, apresentaram niveis de IgGl

inversamente correlacionados com a idade. O estudo sugeriu que a idade esta correlacionada




com a infec¢do cronica por S. stercoralis em comunidades endémicas, e individuos que

-

adquirem a infecgdo precocemente podem permanecer infectados até a vida adulta. A elevada

|
|
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promover a estrongiloidiase cronica assintomatica. A auto regulagdo nos niveis de IgA pode |

producio de IgG4 em combinag¢do com a baixa resposta de IgE pode estabelecer a infeccédo e

estar envolvida no controle de infec¢do cronica, em area ndo endémica, pois interfere na
redugdo da produgdo de IgGl (ATKINS et al., 1997).
Na estrongiloidiase ocorrem respostas ndo caracteristicas como eosinofilia, resposta

especifica de IgE e IgG4 controladas por citocinas de células T (NEVA ef al.,, 1998; SATOH

et al., 1999).

O teste ELISA tem sido usado para investigar a presenga de imunoglobulinas no soro
(IgG1, IgG4, IgE e IgA) contra as larvas de S. stercoralis. Por este método pode-se observar a
reducdo da resposta de anticorpos especificos no soro contra S. stercoralis em pacientes
tratados corretamente com ivermectina, podendo ainda ser usado para calcular a eficacia

deste quimioterapico no tratamento da estrongiloidiase endémica (LINDO et al., 1996).

1.6 Diagnostico

O diagnéstico da estrongiloidiase é confirmado pela presenga das formas parasitarias
de S. stercoralis. Os parasitos podem ser vistos nas fezes, no aspirado duodenal, urina ou
ocasionalmente em outros fluidos corporais ou amostras de tecidos (ONUIGBO,
IBEACHUM, 1991).

Para os pacientes com estrongiloidiase severa o exame da secregdo do lavado
bronquico ou a bidpsia de pele tem sido o método diagndstico mais provavel, porém na
maioria das vezes o diagnostico ¢ realizado post mortem (LEUNG, LIEW, SUNG, 1997).

Existem alguns relatos cientificos onde a estrongiloidiase severa também foi
diagnosticada por métodos alternativos, incluindo a biospsia de tecidos do sistema digestivo

(NEWTON et al,1992), 0 exame do fluido alveolar (GENTA, MILES, FIELDS, 1989),
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exame da secregdo respiratoria pelo microscopio fluorescente (NOMURA, REKRUT, 1996),
endoscopia (SHARMA ef al., 2000), esfregago do sangue periférico (ONUIGBO,
IBEACHUM, 1991) e o fluido cerebroespinhal (TAKAYANAGUI et al., 1995).

O hemograma € um exame onde observam-se eosindfilos acima de 5% em 80% de
individuos com estrongiloidiase. Pode haver presenga ou auséncia de eosinofilia em pacientes
com estrongiloidiase severa, porém € um indicativo inespecifico da doenga (ANDRADE
NETO, ASSEF, 1996; LIU, WELLER, 1993, GORDON ef al., 1994).

O diagnostico precoce da estrongiloidiase se torna fundamental, pois o tratamento nas

fases iniciais pode prevenir as formas mais graves desta infec¢do bem como a disseminagéo

em vigéncia da imunossupressio (MOURA ef al., 1989; SIDDIQUI et al., 1997).

1.6.1 Diagnéstico parasitologico

Na grande maioria das pessoas, o parasito € encontrado em numero muito reduzido
além da liberagdo larval nas fezes ser minima e irregular. Em uma infecgdo moderada, por
exemplo, existe a probabilidade de existir ndo mais que 25 larvas L2/g de fezes, por isso o
diagndstico da estrongiloidiase ¢ pouco sensivel tornando a confirmagdo parasitologica da
presenga da infecgdo extremamente dificil (LIU, WELLER, 1993; COSTA-CRUZ, 2000).

Para elevacdo da sensibilidade dos métodos parasitologicos, a colheita de até sete
amostras fecais tem sido necessaria, sugerindo uma flutua¢do da excregdo larval durante a
evolucdo da infecgdo, constituindo um problema comum no controle do tratamento desta
doenga e cura pos tratamento com quimioterapicos (DREYER et al., 1996; PATIL et al.,1999;
UPARANUKRAW, PLONGSRI, MORAKOTE, 1999).

Varios estudos mostraram que a sensibilidade dos exames de fezes varia de 15 a 24%,
elevando para 55 a 78% com a realizagdo de trés testes. Para aumentar a sensibilidade através
do exame de fezes pode-se proceder a métodos de cultivo das formas larvérias do parasito

utilizando meios de cultura especiais, que sdo trabalhosos e invidveis na rotina laboratorial




(LINDO et al., 1994, SATO et al., 1995).

As formas larvarias nas fezes podem ser visualizadas em esfregago fecal direto com
solugdo salina ou pelos métodos de concentragdo formol-éter (Ritchie), método de Baermann-
Moraes, cultura em papel de filtro (Harada-Mori) e cultura em placa de agar. Entre estes o que
ibilidade ¢ o de Baermann-Moraes que, assim como 0 método de Rugai,

possui maior sens

baseia-se no hidro e termotropismo das larvas tendo como vantagem a simplicidade e rapidez

de execucdo. A desvantagem € a mobilidade das larvas vidveis o que possibilita a
contaminagdo acidental dos manipuladores, além da necessidade de fezes frescas, ndo
utilizado como rotina laboratorial (BAERMANN, 1917, MORAES, 1948; LIU, WELLER,
1993; GROVE, 1996; van der FELTZ et al. 1999, COSTA-CRUZ, 2000).

As técnicas de cultura dos helmintos s&o baseadas no desenvolvimento do seu ciclo
indireto, onde um elevado namero de larvas sdo produzidas, facilitando o diagndstico. Assim,
o método de Harada-Mori utiliza as fezes espalhadas em tira de papel de filtro, para cultivo
“num tubo contendo pequena quantidade de agua; as larvas aparecem na agua apos um periodo
de incubacio de sete a dez dias, havendo variagdes desse método para placas de Petri com
agar liquido ou solido (LIU, WELLER, 1993).

O método de placa de agar para cultura de fezes modificado da cultura em agar solido,
na qual a superficie do agar ¢ lavado com formalina para extragdo das larvas antes da
centrifugagdo para o exame microscopico, ¢ mais sensivel se comparado as outras técnicas de

cultivo (ARAKAKI et al., 1990, KOGA et al, 1991; De KAMINSKY, 1993; SATO,
COBAYASHI, SHIROMA, 1995; SALAZAR, GUTIERREZ, BERK, 1995; KOBAYASHI et
al., 1996, 7AHA et al., 2000)

1.6.2 Diagnostico imunolégico

Detectar anticorpos especificos em amostras de soro, utilizando testes imunologicos

como imunofluorescéncia indireta, ELISA e “Western Blotting” contribui para o diagnostico
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precoce da estrongiloidiase humana. Fato extremamente importante para os pacientes do
grupo de risco, pois 0S exames de fezes apresentam baixa sensibilidade, além de variaveis
xecucdo das técnicas, sendo muitas vezes o diagnostico realizado tardiamente

envolvidas na €

quando o paciente ja apresenta formas graves da doenga (BAILEY, 1989; COSTA-CRUZ,
2000).

O diagnostico sorologico pode ser Gtil no controle do tratamento de pacientes com
infeccdes cronicas devido aos ciclos de auto-infecgdo persistentes, permitindo que o
diagnc’)sticc; das formas extra-intestinais ocorra antes de manifestagdes sistémicas, como
pneumonite ou bacteremia (GROVE, BLAIR, 1981; SATO, KOBAYASHI, SHIROMA,
1995).

O imunodiagnostico da estrongiloidiase  humana tem sido direcionado
preferencialmente para detecgio de anticorpos da classe IgG contra antigenos larvais
somaticos. Estes testes sdo mais sensiveis que O exame parasitologico, mas néo sao uteis para
diferenciacio entre a infecgdo cronica ¢ a infecgdo aguda, além do fato de estarem
correlacionados com 2 intensidade da resposta imune do individuo, sofrendo influéncia da
idade entre outros fatores (BRASIL et al,, 1988; CONWAY et al., 1993b; ROSSI et al,
1993b: LINDO et al., 1994; ATKINS ef al., 1997).

Diferentes testes imunolégicos foram desenvolvidos tais como: teste cutdneo com
extratos larvarios (teste intradérmico) (PELLEGRINO, CHAIA, POMPEU MEMORIA,
1961), aglutinagao indireta com particulas de gelatina (SATO et al.,, 1991), métodos para
pesquisa de IgE (BERZAK, 1975 GILL, BELL, FIFIELD, 1979, LEAO, TOLEDO
BARROS, MENDES, 1980; GENTA, DOUCE, WALZER, 1986; McRURY et al., 1986;
COSTA-CRUZ et al., 2000), hemaglutinagdo indireta (GAM, NEVA, KROTOSKI, 1987),
radioimunoabsorgdo (De MESSIAS et al., 1987; SATO, KOBAYASHI, SHIROMA, 1995),

reagdo de :munofluorescéncia (Quadro 1), ELISA (Quadro 2), “Western blotting” (Quadro 3)
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e antigenos recombinantes através de cDNA (SIDDIQUI, STANLEY, BERK, 2000,
SIDDIQUI et al., 2000).
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1.7 Antigeno Heterologo

Strongyloides ratti (Sandground, 1925) ¢ um parasito endémico de rato e
camundongos. O ciclo de vida apresenta geragOes de vida livre e fémea parasitaria. A gera¢do
parasitaria consiste unicamente de fémeas parasitas adultas as quais situam-se embebidas na
mucosa do intestino delgado de ratos. Os ovos produzidos por estas fémeas sdo eliminados
com as fezes para o meio ambiente (VINEY, 1999).

Podem ocorrer duas formas de desenvolvimento, o ciclo direto e o indireto. No
desenvolvimento do ciclo direto, larvas L1 sofrem muda para o estadio L2 e L3. Esta ultima é
a larva infectante que penetra na pele dos hospedeiros. No ciclo indireto, as larvas sofrem
muda para estadio L4, finalmente maturando como machos e fémeas de vida livre (VINEY,
1999).

As larvas do estadio inicial de S. ratti tém um desenvolvimento seleto. Apesar de ser
um parasito obrigatorio, uma parte significativa do ciclo ocorre fora do hospedeiro. Isto tem a
vantagem pratica de que o estddio de vida livre pode ser facilmente desenvolvido e
manipulado em fezes de animais infectados (VINEY, 1999; PATERSON, FISHER, VINEY,
2000; von SAMSON et al., 2000).

Estudos citologicos de S. rafti sugerem que os parasitos adultos reproduzam por
partenogénese mitotica, ou seja a seqiiéncia genética de uma progénie da fémea parasita ¢
geneticamente idéntica entre si e & de sua mae (NIGON, ROMAN, 1952; VINEY, 1994). Os
estadios de vida livre sdo didicos com reproducio pseudogémica, na qual o esperma estimula
os ovos a desenvolverem, mas ndo tém contribui¢do genética, portanto a heranga ¢ somente
materna (BOLLA, ROBERTS, 1968).

A composi¢do antigénica de Strongyloides de roedores (S. ratti e S. venezuelensis
Brumpt, 1934) foi comparada com a de S. stercoralis e observou-se que estas espécies podem

ser utilizadas como antigenos heterologos para o diagndstico sorologico, em substituigdo ao



16

antigeno de S. stercoralis, provendo uma fonte constante e segura de antigeno em laboratorio

(GROVE, BLAIR, 1981; SATO, KOBAYASHI, SHIROMA, 1995, COSTA-CRUZ et al,

1997).

A dificuldade de obtengdo de larvas de S. stercoralis tem sido um fator limitante para
o desenvolvimento de reagdes mais sensiveis e especificas que possam ser empregadas no
imunodiagndstico da estrongiloidiase. Diante disto, € conveniente a utilizagdo de antigenos
provenientes de S. ratti, um helminto de ratos silvestres que infecta facilmente o rato branco e
pode ser mantido em laboratério, produzindo um grande nimero de larvas filaridides a partir
de culturas de fezes de ratos experimentalmente infectados, o que simplifica a obtengdo de
extratos antigénicos (PELLEGRINO, CHAIA, POMPEU MEMORIA, 1961; ROSSI et
al.,1993a).

Na Universidade Federal de Uberlandia, COSTA-CRUZ et al. (1997) padronizaram o
teste de imunofluorescéncia indireta (IgG) como teste diagndstico da estrongiloidiase humana,
empregando antigenos de S. stercoralis e S. ratti, recomendando o segundo (antigeno
heterologo) pela facilidade de obtengdo em laboratério, ja que ndo existiu diferenga
estatisticamente significativa entre a sensibilidade e especificidade obtidas e houve correlagéo
linear entre os titulos de anticorpos, quando foram comparados os antigenos homologos e
heterologos.

Posteriormente, COSTA-CRUZ et al. (1999) padronizaram o teste ELISA, utilizando
extrato salino e alcalino de S. ratti, para a detecgdo de IgG como diagndstico para a
estrongiloidiase humana.

Considerando que o diagnostico precoce da estrongiloidiase humana trara beneficios
para os individuos assintomaticos e o0s imunossuprimidos, torna-se relevante o

desenvolvimento de testes diagnosticos especificos e sensiveis (De PAULA et al., 2000).
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2. OBJETIVOS

Realizar o teste “Western blotting” empregando-se extrato salino de S. rasti no
diagnostico da estrongiloidiase humana, comparando-o com os testes de Imunofluorescéncia

Indireta e ELISA na detecgdo de IgG em amostras de soro humano.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Aspectos éticos

Este projeto de pesquisa foi aprovado junto ao Comité de Etica em Pesquisa da

Universidade Federal de Uberlandia.

3.2 Obtengio de Strongyloides ratti

Para a obtencdo de S. ratti foram cultivadas fezes de ratos fémeas e machos da espécie
Rattus rattus pesando entre 100 2 150g, padrio sanitario convencional, mantidos
experimentalmente infectados no Laboratério de Parasitologia do Instituto de Patologia
Tropical e Saude Publica-Universidade Federal Goias e encaminhados para o Laboratorio de
Parasitologia da UFU.

Os animais, foram inoculados com aproximadamente 2000 larvas de S. ratti por via
subcutinea e apos dez dias colocados em gaiolas metalicas, forradas com papel umedecido

em agua, permanecendo por uma noite para defecaciio. Posteriormente, foi feita a colheita das

fezes para proceder O cultivo pelo método de Looss (item 3.2.1). No 6° dia, foram obtidas
larvas pelo método de Baermann-Moraes (item 3.2.2). A contagem de larvas foi realizada em
trés laminas contendo, cada uma, SuL da suspensdo de parasitos medidos por pipeta
automatica. A quantidade de larvas existentes em 1 mL foi verificada através da média das
trés laminas.

Parte das larvas obtidas foram utilizadas para manutengdo do ciclo evolutivo de S.
ratti em R. rattus € a outra parte foi mantida a -20°C para preparo do extrato antigénico.

3.2.1 Método de Looss

A coprocultura foi realizada utilizando o método de Looss (IN: NEVES et al., 1998)

misturando-se partes iguais de material fecal e carvio vegetal triturados em graos pequenos

ligeiramente umedecidos e posteriormente colocados em placas de Petri, de modo a formar
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uma camada ndo espessa, que permaneceu em repouso em estufa incubadora B.0O.D. (Fanem,

Sdo Paulo) a 25°C por cinco dias. Apos este procedimento as larvas filaridides de S. rarti

foram recolhidas pelo método de Baermann-Moraes.

3.2.2 Método de Baermann-Moraes (BAERMANN, 1917; MORAES, 1948)

Em um suporte de madeira foram colocados funis de vidro com didmetro de 11,5 cm,
cuja haste continua em tubo de borracha de 10 c¢m, nos quais foram acoplados tubos de ensaio
de vidro de 10 cm de comprimento por 2 cm de didmetro, obliterando-se a passagem de agua.

Cada funil foi preenchido até a borda com 4gua de torneira aquecida a 45° C. Sobre o
mesmo foi colocado uma tela metalica (100 mathas por sz) e gaze dobrada em quatro,
depositando-se aproximadamente 3g de fezes. A gaze com a amostra fecal sem conservante
foi deixada em contato com a agua, em repouso por uma hora. Apos este periodo, o tubo de
ensaio foi retirado com cerca de 5 a 7 mL de solugdo contendo agua e possiveis larvas.

Apos concentragdo por centrifugagdo a 1000xg por 5 minutos o material foi analisado
em microscopio optico de luz (OLYMPUS, Jap@o) em aumentos de 100x e 400x. Para retirar
os residuos de carvdo, as larvas foram lavadas em solugdo salina tamponada com fosfato

(PBS) pH 7,2 durante trés minutos por cinco vezes e conservadas 4 -20°C até o momento do

uso.

3.3 Produgiio de antigenos de S. ratti
3.3.1 Para o teste de Imunofluorescéncia Indireta

As larvas filarioides, obtidas conforme o item 3.2, foram incluidas em resina “Tissue
Tek®“ (MILES, USA) e submetidas a cortes de quatro micra de espessura em criostato
(CRYOCUT, Leica) a -30°C, conforme COSTA-CRUZ et al. (1997). Os cortes foram
depositados 4s ldminas de microscopia, previamente desengorduradas pela passagem de
alcodl-éter PA (v/v) a temperatura ambiente € conservados a -20°C até o momento do uso.

Foram utilizadas as laminas que continham no minimo cinco cortes de larvas visualizadas ao

aumento de 200X.
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3.3.2 Para ELISA ¢ «Western blotting” (extrato salino)

As 288.000 larvas de S. ratti obtidas foram descongeladas, ressuspensas em 1 mL de
solugdo PBS a 0,15 M, pH 7,2 contendo inibidores de proteases (1mM EGTA, 10mM EDTA,

0,05mM PMSF) colocadas no homogeneizador de tecidos (Nova técnica, Sdo Paulo) cinco

vezes por um minuto e posteriormente rompidas, para extragao protéica, através de ultra som

(Thornton, S&o Paulo) em oito periodos de 20 segundos em banho de gelo. O material foi

deixado sob agitagdo lenta por 18 horas & 4°C. Apos este periodo foi centrifugado a 3000xg
por 30 minutos a4 4°C. O conteudo protéico do sobrenadante foi dosado através do método de

LOWRY (LOWRY et al., 1951). O extrato obtido foi utilizado para a realizagdo dos testes

ELISA e “Western blotting”.

3.4 Obtengio das amostras de soro

Os pacientes com estrongiloidiase € 0S com outras parasitoses foram triados no
'Laboratério de Analises Clinicas do HC-UFU pelo método de Blagg ou MIFC “Mertiolate,
Jodo, Formol, Conservante” (IN: NEVES éf al., 1998) e no Laboratorio de Parasitologia da
UFU pelos métodos de Baermann-Moraes € de Hoffmann, Pons e Janer (HOFFMANN,
PONS, JANER, 1934). O grupo de individuos sadios fol constituido de estudantes
universitarios, que ndo apresentaram larvas de S. stercoralis ou outra parasitose em trés
exames de fezes realizados pelos métodos de Baermann-Moraes € de Hoffmann, Pons e Janer
¢ que ndo possuiasm historia anterior de estrongiloidiase. As amostras de soro foram obtidas
por centrifugagdo a 1000xg por cinco minutos e armazenadas em aliquotas a -20°C até o
momento do uso.

3.4.1 Amostras de soro padriio positivo e negativo

A amostra de soro padréo positivo foi constituida de um paciente com estrongiloidiase

que apresentou larvas rabditoides nas fezes pelo método de MIFC. As trés amostras de soro
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padrdo negativo de individuos sadios, foram negativos em trés exames de fezes pelo método
de Baermann-Moraes € de Hoffmann, Pons © Janer para S. stercoralis e outros parasitos nao

apresentando historia anterior de estrongiloidiase.

3.5 Produgéo do soro imune

O soro imune, ja disponivel no Laboratorio de Parasitologia da UFU, foi obtido de um
coelho macho da espécie Oryctolagus curriculis pesando 2,4Kg. Antes da inoculagdo o
animal passou por um periodo de adaptacdo, de aproximadamente 1 més, no Laboratorio de
parasitologia da UFU, sendo submetido a exames de fezes pelo método de Baermann-Moraes
e Hoffmann, Pons ¢ Janer para descartar a possibilidade de uma infecgdo prévia. Apos este
periodo foi colhida uma amostra de soro normal, com intuito de ser utilizado como Soro
padriio negativo. Posteriormente, 0 animal recebeu 500ug de extrato salino de S. ratti por mL
realizado da mesma maneira que no item 3.3.2 em cada inoculagio, sendo observado 0
intervalo de duas semanas entre as nove inoculagdes sucessivas. A amostra de sangue do
coelho foi colhida por pungdo auricular, antes da inoculagdo e com intervalo de duas semanas
no ultimo més das inoculagdes para avaliagdo dos anticorpos presentes. Apbs 4 meses de
acompanhamento, O animal foi submetido a pungdo cardiaca com sangria total e a amostra de

soro foi armazenada a - 20°C até o momento de uso.

3.6 Obtenciio de gamaglobulina imune

Foi obtida gamaglobulina do coelho imunizado por precipitagio salina. Para tanto, a
5mL do antisoro, adicionou-se gota a gota smL de solucdo de sulfato de amdnio 3,12M pH
6,5 em banho de gelo. Apos 18 horas a 4°C a solugdo foi centrifugada a 300xg por 30 minutos
3 4°C e o sedimento lavado trés vezes em solugao de sulfato de amdnio 1,56M pH 6,5.

O sedimento foi dissolvido na metade do volume original e dialisado por 24 horas a
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4°C contra solucdo salina com freqiientes trocas de banho; apés centrifugagéo a 3000xg do
material o sobrenadante foi armazenado a ~20°C. O conteudo protéico do sobrenadante foi

dosado através do método de LOWRY (LOWRY et al., 1951).

3.7 Teste de Imunofluorescéncia Indireta (LF.1.)

O teste de imunofluorescéncia indireta para detecgdo de IgG foi realizado de acordo
com COSTA-CRUZ et al., (1997) considerando positivas as amostras de soro testes que
apresentaram titulo > 20. As laminas contendo os cortes de S. rarti foram adicionadas

amostras de soro controle positivo e negativo e as amostras de soro testes na dilui¢do de
triagem de 1:20 em PBS 0,01M, pH 7,2, em cdmara umida. Apos 30 minutos a 37°C as
laminas foram lavadas em PBS por cinco minutos (trés vezes) e foi adicionado conjugado anti
IgG humana marcado com isotiocianato de fluoresceina (SIGMA, USA) no titulo ideal de 100
diluidos em PBS mais azul de Evans (Interlab, Sdo Paulo) a 1%. Ap6s 30 minutos a 37°C as
lAminas foram novamente lavadas em PBS por cinco minutos trés vezes, secadas e montadas
em glicerina alcalina (Merck, Germany) pH 8,5. As reagdes foram avaliadas em microscopio
de imunofluorescéncia (OLYMPUS BH-2-RFC, Japio) em aumentos de 200x e 400x

equipado com lampada de mercurio, filtro de interferéncia e filtro de barreira. As amostras de

soros positivos foram tituladas na razdo dois.

3.8 Teste ELISA

O teste ELISA para detecgdo de IgG foi realizado de acordo com COSTA-CRUZ et al.
(1999) considerando positiva as amostras de soro testes que apresentaram titulo > 40.
Empregaram-se placas de poliestireno (DIFCO, Interlab, S3o Paulo) como suporte para
adsorgdio de 50ul do extrato salino de S. ratti na concentragéo ideal de 10 ug/ml diluido em

tampdo carbonato-bicarbonato 0,06 M pH 9,6. As placas, mantidas em cdmara umida, foram
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sensibilizadas 3 4°C durante 18 horas. ApOs este periodo e trés lavagens de cinco minutos
com PBS contendo Tween 20 (SIGMA, USA) (PBS-T) a 0,05% foram adicionadas 50 ul de
uma amostras de soro padrao positivo, trés padrdes negativos € amostras de soro testes na
diluigao 1:40. Apds incubag@o por 45 minutos & 37°C e 3 lavagens de cinco minutos com PBS
_ T a0,05% foram adicionados 50 wl de conjugado anti IgG humana marcada com peroxidase
(cadeia Fc especifica, SIGMA, USA), no titulo ideal de 1000, por um periodo de 45 minutos a
37°C. Apos trés lavagens, @ reacdo fol revelada pela adigao de 50 pl do substrato de H202
(Merck, Germany) & solugao cromogena de ortofenileno diamina (OPD, Merck, Germany),
preparado 1o momento do uso (10ul de H,0, 30% + 10mg de OPD + 25ml de tampdo citrato
fosfato pH 5,0). Apos 15 minutos a temperatura ambiente € ao abrigo da luz, a reacdo foi
interrompida pela adigao de 25 i de solugao 2 N de H2S04 (Merck, Germany) € os valores da
absorbancia foram Jeterminados a 490 nm €M Jeitor de ELISA (Metrolab-980, Argentina).

O limiar da reatividade (cu? off Hfot determinado pela média aritmética das densidades

opticas das amostras de soros padrao negativo acrescidos de dois desvios padrdes para cada

reagdo (BASSI ef al., 1991).

3.9 Eletroforese ¢m gel de poliacrilamida desnaturante com SPS a 12%

(SDS-PAGE) para realizacdo do Teste de “Western Blotting”

O extrato salino de S. rati fol submetido 2 eletroforese vertical (Sistema Biorard,
USA), utilizando um gel de poliacrilamida desnaturante a 12% contendo sulfato duodecil de
sodio 2 0,1% (SDS-PAGE), de acordo com @ técnica descrita por LAEMMLI (1970).

As proteinas nas amostras foram comparadas 08 padrdes de peso molecular
RainbowTM (AMERSHAM, England) das proteinas: miosina (220 kDa), fosforilase B (97,4
kDa), soro albumina povina (66 kDa), ovoalbumina (46 kDa), anidrase carbonica (30 kDa),

inibidor de tripsina (21,5 kDa) e Lisozima (14,3 kDa).
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Para preparagio do gel de separagdo, foram utilizados: Tris-HCI 0,375M, pH 8,8
(Sigma); SDS 0,1% (Sigma); écido-etilenq-diamino-tetra—acético 2mM (EDTA) (MERCK,
GERMANY); solugdo acrilamida 30% / bis-acrilamida (n,n’-metileno-bis-acrilamida) 0,8%
(SIGMA); agua bidestilada; n,n,n,n-tetrametil-aminometano 0,125% (TEMED) (SIGMA) e
persulfato de aménio 0,125% (APS) (Sigma).

A solugdo correspondente a0 gel de separagdo foi adicionada lentamente entre placas
de vidro (10cm x 8cm), adequadamente seladas com solugdo em vaselina neutra e
espagadores de teflon. Para evitar a polimerizagdo em presen¢a de oxigénio, foi adicionada
uma camada de butanol (MERCK), que foi descartada logo ap0s a polimerizagdo completa do
gel. Em seguida, preparou-se o gel de empilhamento a 5%. Para esta solugdo foram utilizados:
TRIS-HCI 0,125 M, pH 6,8; SDS 0,1%, EDTA 2mM; solugdo acrilamida 29% / bis-
acrilamida 1% (n,n’-metileno-bis-acrilamida); agua bidestilada; TEMED 0,125% e APS
0,125%. O gel de empithamento foi adicionado sobre o gel de separagdo e moldado por teflon

para a formagdo de espagos para a aplicagdo das amostras.
Apbs a polimerizagio completa do gel foi aplicada a amostra antigénica, a qual foi

previamente fervida por 2 minutos, em concentragdo aproximada de 5 pg de proteinas por
tira. No momento de uso, o material antigénico foi diluido na proporgdo de 1:1 em tampdo de
amostra (TRIS-HCI 0,1 M pH 6,8 SDS 4%, glicerol 20%; azul de bromofenol 0,2% e agua
bidestilada). Foram aplicados também, padrGes de alto e baixo peso molecular (SIGMA,
USA).

As placas de vidro foram encaixadas na cuba para eletroforese contendo tampao

TRIS-glicina 0,025M pH 8,3 e a corrida do gel foi realizada em corrente constante de 25 mA

(Sistema Biorard, USA) por aproximadamente uma hora.
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3.10 Titulacio do conjugado IgG de cabra anti-IgG humana
peroxidase pelo teste ELISA para a aplicaciio no teste “Western Blotting”

O conjugado de cabra anti-IgG humana peroxidase (cadeia total, SIGMA, USA), foi
testado, utilizando os mesmos reagentes € procedimentos descritos para o teste ELISA.
Realizou-se & seguir a titulagdo do conjugado obtido frente a duas amostras de soro positivas

para estrongiloidiase e duas negativas para esta parasitose e, controles somente de diluente

para o antigeno utilizando-se o teste ELISA. O conjugado foi testado nas diluigdes: 1/500,

1:1000, 1:2000 e 1:4000 em PBS-T 0,05%. As amostras de soro foram diluidas 1:40 em PBS-
T 0,05% € o extrato salino de . ratti foi utilizado na concentragao de 10 pg/ml diluido em
tampao carbonato-bica/rgbnato (pH 9,6). O titulo ideal foi escolhido apos analise comparativa
das densidades 6pticas das amostras, sendo que para o teste “Western blotting™ adotou-se um

titulo dez vezes menor do que o apresentado pelo teste ELISA.

3.11 Teste de “Western blotting”

O teste de “Western-blotting” foi utilizado para identificar o perfil de peptideos do

extrato salino de S, rarti, reconhecido pela gamaglobulina obtida no item 3.6 e amostras de

soro de pacientes com estrongiloidiase, com outras parasitoses e individuos sadios (item 3.4),

isoladamente, Assim, amostra do extrato salino contendo aproximadamente 3ug/cm’,

preparado conforme o item 3.3.2 foi submetida a SDS-PAGE 12% (LAEMMLI, 1970),

juntamente com padrdes de alto € baixo peso molecular.

Apds a migragio eletroforética das proteinas foi realizada a transferéncia para a

membrana de nitrocelulose (Sigma, USA) com porosidade de 0,45um, de acordo com a

' técnica descrita por TOWBIN, STAEHELIN, GORDON (1979). Para a transferéncia a

membrana foi preparada como se segue. duas folhas de papel de filtro (Munktell, Grau 1F,

Pharmacia LKB), a membrana de nitrocelulose, o gel de poliacrilamida contendo as fragdes
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antigénicas e mais duas folhas de papel de filtro; todas umedecidas em tampédo de
transferéncia (Tris 25mM, glicina 192mM, metanol 20%) e colocadas em uma cuba de

transferéncia para aplicagdo sob corrente elétrica de 0,8mA/cm” durante duas horas (Sistema

Hoefer, USA).

Terminada a transferéncia, a membrana de nitrocelulose foi corado em solugdo de

Ponceau- S 0,5% (SIGMA, USA) em acido acético 1%, para visualisar as fragdes antigénicas

verificando-se a eficiéncia da transferéncia. A membrana de nitrocelulose foi cortada em tiras

verticais de 3mm de largura, lavadas com agua destilada e bloqueando os sitios ativos com

1ml de solugdo PBS-T acrescido de 5% de leite desnatado (MOLICO, Nestl¢) (PBS-TM) por

duas horas, a temperatura ambiente, sob agitagdo horizontal lenta, em cdmara umida. Apos

este periodo foi desprezada a solugdo ploqueadora e adicionadas as tiras 200ul das amostras

de soro diluidas a 1:40 ¢ incubadas por I8 horas a 4°C sob agitagdo horizontal lenta.

Posteriormente, as tiras foram submetidas 2 seis ciclos de lavagens durante cinco minutos

cada, com PBS-TM a 1%, O conjugado de cabra anti-IgG humana peroxidase (cadeia total,

Sigma, USA) foi diluido em PBS-TM a 1% no titulo ideal de 200 e adicionado as tiras,

incubando-as por duas horas em temperatura ambiente. A revelagdo da reatividade foi

efetuada pela adi¢io de 200ul da solugdo de 5ml de agua destilada para cada pastilha de 3,3

diaminobenzidina (DAB, Sigma-USA) e outra pastilha de H,0, 30% com tamp&o ureia. Apos

um perfodo de aproximadadmente 5 minutos as fracdes antigénicas (kDa) foram visualizadas

com uma coloragdo marrom, € 2 reacdo foi interrompida por lavagens sucessivas em agua

destilada As tiras foram secas em temperatura ambiente foram estocadas até posterior analise.

3.11.1 Coloracio do gel

A coloragio do gel foi feita por Comassie Brilhant Blue R250 para visualizar se foram

transferidas as proteinas para a membrana de nitrocelulose, na qual os polipeptideos se

destacariam em tons azuis. O gel descrito no item 3.9 foi cuidadosamente mergulhado em
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solucio fixadora contendo metanol 50%, acido acético 10% e agua bidestilada por 30
minutos. Apos esse tempo, removeu-se o fixador e corou-s¢ com a solucdo de Comassie
Brilhant Blue R250 a 0,1% durante 30 minutos & temperatura ambiente. Em seguida,
removeu-se o corante € acrescentou-se a solugdo descorante (etanol 30%, acido acético e agua

deionizada) trocando-a até ndo aparecer mais a cor azul no descorante.

3.12 Analise estatistica

Para o calculo de sensibilidade € especificidade, avaliando-se as diferencas entre duas
ou mais proporgdes foram utilizados os testes Qui-quadrado corrigido (teste de Yates) e teste
de McNemar admitindo-se erro maximo de 5% (p<0,05) do “software” “Statistic for
Windwos-Release 4.5 A” (State soft, Inc. 1993).

Os pesos moleculares aparentes das fragdes protéicas foram identificados por
anticorpos nas amostras de soro testes a partir da curva de regressio linear contruida pelos

valores dos pesos moleculares multiplicado pela motilidade relativa (Rf), obtida atraves da

formula:

Rf= Distinciada origem de migracio

Distancia da origem do ponto de referéncia

Os resultados do teste de «estern blotting” foram interpretados pelo programa de
computagao Excel 4.0, por meio do teste de regressdo linear, utilizando a equagio da reta, € 0s
calculos das signiﬁcﬁncias entre diferentes frequéncias incluiram um erro maximo de 5%
(p<0,05). A hipotese nula foi aceita quando p2 0,05 (5%).

3.13 Normas de biosseguranca

Todo 0 procedimento de colheita, manuseio do material biologico e dos reagentes,
bem como a utilizagdo dos equipamentos foram realizados de acordo com as normas de

seguranga compativeis (CHAVES—BORGES, MINEO, 1997).
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4. RESULTADOS
4.1 Obtencdo de Strongyloides ratti
Foram obtidas 310.000 larvas filaridides de S. ratti, apés a cultura de fezes de

R. rattus, infectados experimentalmente.

4.2 Producio de antigenos

4.2.1 Para Imunofluorescéncia Indireta

Foram produzidas 40 laminas contendo 10 cortes de larvas filaridides de S. ratti em

cada lamina.
4.2.2 Para testes ELISA e “Western blotting”

Foram utilizadas 288.000 larvas filaridides para obtengdo do extrato salino de S. ratti

A concentracdo protéica foi de 1300 pg/ mL, 0 volume obtido de 4 m! ¢ o rendimento protéico

de 18,06 ng/larva.

4.3 Identificacio das amostras de soros testadas

A Tabela 1 mostra a distribuigdo por sex0 dos pacientes com estrongiloidiase, pacientes
com outras parasitoses ¢ individuos sadios. Foram estudados 180 amostras de soro de
individuos, das quais 85 (47,3%) pertendam a individuo de sexo masculino e 95 (52,7%) ao
sexo feminino. No grupo dos individuos com estrongiloidiase (n=80) a idade variou de 4 a 80

anos (36,9£16,5) e nos grupos controles (individuos sadios e com outras parasitoses) a idade

variou de 1 a 70 anos (21,6£12,8).
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Tabela 1 — Distribuicio por sexo dos 80 pacientes com estrongiloidiase, 60 pacientes com
outras parasitoses ¢ 40 individuos sadios.

Grupo de Individuos

N° de Individiuos Estrongiloidiase Qutras parasitoses Sadios
Sexo n (%) n (%) n (%) n (%)
Masculino 85(47,3%) 49 (61,3%) 25 (41,7%) 11 (27,5%)
Feminino 95 (52,7%) 31 (38,7%) 35 (58,3%) 29 (72,5%)
Total 180 (100%) 80 (100%) 60 (100%) 40 (100%)

As Tabelas 2, 3 e 4 apresentam, respectivamente, dados dos 80 pacientes com
estrongiloidiase, 60 pacientes com outras parasitoses e 40 individuos sadios, quanto ao sexo,
idade e resultados dos niveis de IgG séricas detectadas nos testes de IF.I, ELISA e
“Western blotting”.

Os 60 pacientes com outras parasitoses estavam todos monoparasitados e apresentaram
a seguinte freqiiéncia de parasitos: Ancilostomideos 33,3% (n=20); Ascaris lumbricoides
11,7% (n=7); Enterobius vermicularis 11,7% (0=T), Hymenolepis nana 15% (n=9); Trichuris
trichuria 10% (n=6); Schistosoma mansoni 10% (0=6) e Giardia lamblia 8,3% (n=5) (Tabela
3). .

A Tabela 5 mostra a distribuigdo dos titulos de IgG detectados pela LF.I e teste
ELISA, respectivamente, em 80 amostras de soro de pacientes com estrongiloidiase ¢ 100
amostras de soro controle. A sensibilidade do LF.I. foi 90,0% e a especificidade 100% e a do

teste ELISA 100% e 98%, respectivamente.



Tabela 2 - Identificagio dos 80 casos de estrongiloidiase segundo sexo, idade e resultados laboratoriais utilizando antigeno de S. ratti para os
testes LF.L, ELISA ¢ “Western blotting” na detecgio de IgG em amostras de soro humano. Critério de Positividade titulos ¥>20 e **2 40

Caso Sigla Sexo Idade (anos) IFI - IgG* ELISA - IgG** “Western Blotting’
1 JLS M 39 40 20 "
2 JFC M 29 80 40 .
3 ISB M 54 160 160 +
4 JFC M 54 40 80 +
[ EE M 54 40 80 +
6 CAR M 50 80 40 +
9 AVP M 63 40 80 +
8 SMS F 20 20 40 +
9 MCOS F 30 40 40 +
10 NLC F 20 80 40 +
11 EM M 21 40 80 .
12 AAS M 32 20 40 +
15 IDF M 57 40 80 N
17 IFC M 47 40 160 +
18 HLS M 34 160 80 +
19 ABB M 41 30 80 +
20 LAN M 26 80 80 +
21 GFS M 60 160 80 +
22 AMM M 18 160 160 -
23 VOO M 33 80 160 -
24 MFS M 55 80 160 +
25 JAS M M 160 80 +
26 CR M 20 320 160 ¥
27 JAS M 73 640 40 +
28 SP F 19 1280 320 +
29 LEM F 47 160 160 +
30 EVCA F 31 80 80 +
31 NPS M 14 40 80 +
32 MCFC F 25 20 80 +
33 RGB M 33 640 160 +
34 ESS M 37 80 160 +
35 LPRO F 61 160 320 +
36 GGR M 24 80 30 +
37 RAM M 57 160 80 +
38 DFS F 41 40 80 +
39 MALM F 25 80 80 +
40 DAT F 09 160 320 +
41 DV F 69 160 80 +
N IMR M 67 20 40 +
43 MEE F 46 negativo 40 +
44 GILC M 48 20 40 +
45 IS M 36 20 20 +
46 1 M 38 negativo 40 +
47 AS M 42 80 40 +
48 GMO M 58 80 80 +
49 IBS M 46 80 40 +
50 MJS F 31 20 40 +
51 KCS F 19 160 80 +
52 IPB F 39 20 40 +
53 DXM M 23 160 80 +
54 MD M 22 160 160 +
55 WL M 52 80 40 +
56 MAS F 31 40 40 +
57 SMA M 40 20 80 +
58 LLN M 41 40 160 +
59 RP M 60 20 40 +
60 VPB M 42 40 320 +
61 CCP F 18 80 80 +
62 GMM F 58 80 80 +
63 JS F 24 160 160 +
64 SAM F 80 320 32 +
65 MSC F 26 1280 320 +
66 LSM F 17 2560 80 +
67 CH F 29 320 160 +
68 DGF F 39 160 160 +
69 ME F 18 negativo 80 +
70 LCV F 5 negativo 80 +
71 BPB F 4 negativo 40 +
72 EPC M 46 20 80 +
73 E M 16 80 80 +
74 C F 18 160 160 +
75 AM F 24 20 40 +
76 JSS M 32 20 80 +
77 JOBS M 35 20 80 +
78 EEB F 27 negativo 40 +
79 NC M 40 negativo 80 +
80 DM M 30 negativo 80 negativo

30
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Tabela 3 - Identificagdo dos 60 casos de pacientes com outras parasitoses segundo sexo, idade e resultados laboratoriais
utilizando antigeno de S. ratti para os testes LF.L, ELISA ¢ “Western blotting” na detecgdo de 1gG em amostras de
soro humano. Critério de Positividade titulos ¥220 e **¥2 40

Caso  Sigla Sexo  Idade (anos) Outras Parasitoses IF1 - 1gG* ELISA - JgG** “Western Blotting”
1  MMFS F 24 Ancilostomideo negativo negativo negativo
2 CCS F 22 Ancilostomideo negativo negativo negativo
3 LRO F 24 Ancilostomidco negativo negativo negativo
4 MAS F 58 Ancilostomideo negativo negativo negativo
5 RPS M 56 Ancilostomideo negativo negativo negativo
6 ESTL F 23 Ancilostomideo negativo negativo +
7 MAS F 37 Ancilostomideo negativo negativo negativo
8 ALC M 70 Ancilostomideo negativo negativo negativo
9 RSP F 14 Ancilostomideo negativo negativo neéativo
10 SIC F 25 Ancilostomideo negativo negativo negativo
11 ERS F 20 Ancilostomideo negativo negativo negativo
12 APM M 26 Ancilostomideo negativo 40 +
13 RS M 41 Ancilostomideo negativo negativo negativo
14 OAA F 45 Ancilostomideo negativo negativo negativo
15 SWHR M 34 Ancilostomideo negativo negativo negativo
16 DCR F 21 Ancilostomideo negativo negativo negativo
17  CARS F 18 Ancilostomideo negativo negativo negativo
18 BBD M 40 Ancilostomideo negativo negativo negativo
19 WS M 25 Ancilostomideo negativo negativo +

20 JSS M 47 Ancilostomideo negativo negativo negativo
21 ABS M 4 Ascaris lumbricoides negativo negativo negativo
22 RFP M 4 Ascaris lumbricoides negativo negativo negativo
23 ASN M 5 Ascaris lumbricoides negativo negativo negativo
24 SSS M 9 Ascaris lumbricoides negativo negativo negativo
25  JDSB F 18 Ascaris lumbricoides negativo negativo negativo
26 ESMF F 32 Ascaris lumbricoides negativo negativo negativo
27 SSS M 9 Ascaris lumbricoides negativo negativo negativo
28 MDGS M 10 Enterobius vermicularis negativo negativo negativo
29 LCM F 2 Enterobius vermicularis negativo negativo negativo
30 VAO M 5 Enterobius vermicularis negativo negativo negativo
31 NKA F 5 Enterobius vermicularis negativo negativo +

332 SMLS F 23 Enterobius vermicularis negativo negativo negativo
33 RSD M 9 Enterobius vermicularis negativo negativo negativo
34 coJ M 6 FEnterobius vermicularis negativo negativo negativo
35 MF F 17 Hymenolepis nana negativo negativo negativo
36 LGP F 18 Hymenolepis nana negativo negativo negativo
37 MCNS T 22 Hymenolepis nana negativo negativo negativo
38 PAN M 40 Hymenolepis nana negativo negativo negativo
39 AES M 45 Hymenolepis nana negativo negativo negativo
40 SMLS F 21 Hymenolepis nana negativo negativo negativo
41 MCNS T 22 Hymenolepis nana negativo negativo negativo
42 RNC F 24 Hymenolepis nana negativo negativo negativo
43 EGS M 14 Hymenolepis nana negativo negativo negativo
44 MRA F 22 Trichuris trichiura negativo negativo negativo
45 JRL M 2 Trichuris trichiura negativo negativo negativo
46 AFRB T 25 Trichuris trichiura negativo negativo negativo
47 CM F 23 Trichuris trichiura negativo negativo negativo
48 RMM F 25 Trichuris trichiura negativo negativo negativo
49  IRFS F 4 Trichuris trichiura negativo 40 +

50 RA F 23 Schistosoma mansoni negativo negativo negativo
51 RMR M 20 Schistosoma mansoni negativo negativo negativo
52 MBO F 24 Schistosoma mansoni negativo negativo negativo
53 MSR F 33 Schistosoma mansoni negativo negativo negativo
54 CMV F 38 Schistosoma mansoni negativo negativo negativo
55 RAF F 21 Schistosoma mansoni negativo negativo negativo
56 ASA F 11 Giardia lamblia negativo negativo negativo
57 Jssp M 3 Giardia lamblia negativo negativo negativo
58 ALR M 2 Giardia lamblia negativo negativo negativo
59 MFM F 3 Giardia lamblia negativo negativo negativo
60 AHIM M 2 Giardia lamblia negativo negativo negativo

(+) positivo
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Tabela 4 - Identificagdo dos 40 casos de individu
laboratoriais utilizando antigeno de S. ratti para os

os sadios segundo sexo, idade e resultados
testes LF.I, ELISA e “Western blotting” na

detecgio de IgG em amostras de soro humano. Critério de Positividade titulos *>20/**> 40.
Caso Sigla _ Sexo Idade (anos) IFI- IgG* ELISA - IgG*  “Western Blotting”

i KCS F 9 negativo negativo negativo
2 LCFF F 3 negativo negativo negativo
3 DSR M 11 negativo negativo +

4 GDGN M 10 negativo negativo +

5 KOS F 2 negativo negativo negativo
6 JAO F 1 negativo negativo negativo
7 EL F 24 negativo negativo negativo
8 RSC F 21 negativo negativo negativo
9 IMA F 25 negativo negativo negativo
10 RDS M 21 negativo negativo negativo
11 BVS F 23 negativo negativo negativo
12 ACM F 21 negativo negativo negativo
13 LpS F 21 negativo negativo negativo
14 AM M 25 negativo negativo negativo
15 JJ F 21 negativo negativo negativo
16 CVF F 22 negativo negativo negativo
17 NF F 22 negativo negativo negativo
18 LMO F 28 negativo negativo negativo
19 TAL F 21 negativo negativo negativo
20 AVS F 23 negativo negativo negativo
21 JAMM M 21 negativo negativo negativo
22 PFS F 19 negativo negativo negativo
23 MFTS M 22 negativo negativo negativo
24 HS F 22 negativo negativo negativo
25 FCF M 24 negativo negativo negativo
26 LBS F 23 negativo negativo negativo
27 LBE F 23 negativo negativo negativo
28 TMP M 23 negativo negativo negativo
29 PSVC M 23 negativo negativo negativo
30 RTSM  F 41 negativo negativo negativo
31 FGF F 21 negativo negativo negativo
32 MJ F 23 negativo negativo negativo
33 GBF M 23 negativo negativo negativo
34 TAL F 21 negativo negativo negativo
35 AFA F 23 negativo negativo negativo
36 FFAA  F 21 negativo negativo negativo
37 RTSM F 41 negativo negativo negativo
38 LAS F 21 negativo negativo negativo
39 AIM M 25 negativo negativo negativo
40 PGM F 30 negativo negativo negativo

(+) positivo
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Tabela 5 - Distribuigdo de titulos de IgG detectados pelos testes IFI e ELISA em 80 amostras
de soro de pacientes com estrongiloidiase € 100 amostras de soro controles.

Titulos de IgG - LFE.I. Total

Amostras de Soro n_ <20 20 40 80 160 320 640 1280 2560 n %o

S. stercoralis 80 8 15 13 18 18 3 2 2 1 72 90,0
Outras parasitoses 60 60 0 0,0
Controles sadios 40 40 0 0,0
Titulos de IgG — ELISA Total

Amostras de Soro__n__ <40 40 80 160 320 n_ %

S. stercoralis 80 0 22 36 16 6 80 100,0
Outras parasitoses 60 38 2 2 3,3
Controles sadios 40 40 0 0,0

4.4 Teste “Western blotting”
O teste “Western blotting” foi realizado utilizando conjugado de cabra anti-IgG
humana marcada com peroxidase (cadeia total, SIGMA, USA). A titulagdo do conjugado foi

realizada pelo teste ELISA com concentragio protéica de 10 pg/ml, amostras de soro reagente

e ndo reagente reconhecidas pela IgG no titulo de 2000, sendo definido para o teste de
“Western blotting” o titulo ideal de 200.

A Figura 1 ilustra os fracoes antigénicas imunodominantes visualizadas pelo teste
“Western blotting” em amostras de soro de pacientes com estrongiloidiase, individuos sadios e
pacientes com outras parasitoses frente ao extrato salino de S. ratti, além de reconhecer

peptideos imunodominantes coincidentes com as amostras de soro dos pacientes pertencentes

a amostra de soro de coelho normal ¢ outra amostra de gamaglobulina de coelho imunizado

com S. ratti.
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Figura 1 — Visualizagdo das fragdes antigénicas imunodominantes por “Westen
blotting” utilizando extrato salino de S. ratti em amostras de soro (1 :40) de pacientes
com estrongiloidiase (pistas 1-10), individuos sadios (pistas 11-13), pacientes com
outras parasitoses (pistas 14-18), amostra de soro de coelho normal (pista 19) e

amostra de gamaglobulina de coelho imunizado com S. ratti (pista 20).
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4.5 Avaliacio do teste “Western blotting”

4.5.1 Avaliaciio da especificidade do extrato antigénico

Os peptideos reconhecidos pelo anticorpo IgG anti-S. ratti das amostras de soro no
extrato antigénico estudado foi expresso segundo o seu 'peso molecular aparente. Foram
reconhecidas trinta e sete fragdes antigénicas correspondentes a: 8, 10, 14, 17, 20, 23, 26, 30,
33, 35, 37, 40, 44, 46, 48, 52, 55, 60, 66, 70, 75, 78, 81, 85, 89, 90, 91, 97, 105, 113, 117,
122, 126, 132, 138, 141 e 148kDa. Para cada peptideo foi calculado a freqiiéncia encontrada
em cada grupo estudado.

Destas fragdes, vinte e duas (8, 10, 14, 17, 20, 23, 26, 30, 33, 35, 46, 55, 60, 70, 78,
81, 85, 90, 105, 117, 126 e 138kDa) foram imunodominantes nos pacientes com
estrongiloidiase, sendo as sua frequéncias estatisticamente significativas para a diferenga entre
duas proporgdes (p<0,05), com relagio aos pacientes com outras parasitoses e individuos
sadios.

Os pacientes com outras parasitoses apresentaram as fragdes antigénicas: 14, 20, 23,
33, 35, 37, 40, 44, 48, 52, 60, 66, 75, 78, 81, 85, 89, 91, 97, 113, 117, 122, 126, 132 ¢
148kDa. E nos individuos sadios as fragdes antigénicas foram: 20, 23, 26, 30, 33, 35, 37, 40,
44, 46, 48, 66, 91, 97, 138 e 141kDa. As Tabelas 6, 7 e 8 mostram as freqiiéncias das fra¢es

antigénicas nos pacientes com estrongiloidiase, pacientes com outras parasitoses e individuos

sadios, respectivamente.
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Tabela 6 - Freqiiéncias de'22 fragdes antigénicas do extrato salino de S. ratti reconhecidas por
IgG em 80 amostras de soro, com diagnostico comprovado de estrongiloidiase, através do

teste de “Western Blotting”.

Fragio Positividade IDENTIFICACAO DOS (?A}SOS
antigénica Pacientes com estrongiloidiase
(kDa) n %
¥ 11 13,7 36, 39, 41, 47, 53, 61, 63, 64, 65,67, 74
10* 36 45,0 10,11,12,14,27,33,34,36,37,38,39,41,42,43,44,45,46,47,
’ 49,50,51,53,54,55,56,59,61,62,63,64,65,67,74,75,78,79
14* 36 45,0 3,6,7,8,10,11,12,13,14,15,16,17,18,19,22,23,26,27,28,29,
’ 33,34,35,36,37,39,41,44,45,49,51,52,53,54,55,78
17* 37 462 10,11,13,14,15,16,18,19,20,21,22,26,27,28,29,31,35,37,
T4l 43,44,45,47,49,54,55,61,63,64,65,66,67,72,74,75,76,77
20* 31 387 14 13,16,19,20,23,24,25,26,27,32,33,36,38,53,55,56,57,
’ ’ 58,60,61,63,64,65,66,67,72,74,75,76,77
23* 18 22,5 10,11,12,14,16,17,18,19,23,26,29,30,33,37,39,51,56,73
16* 27 337 7’10’11’12,13,14,16,17,18,19,20,29,32,35,41,45,47,48,49,
50, 52, 53, 54, 59, 70, 73, 74
30* 32 40,0 2’11’15’16,17,18,19,20,25,26,33,34,42,43,44,58,59,60,61,
62,63,64,65,66,67,68,70,72,73,74,75,77
33* 19 23.7 3,4, 5,6, 10, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 28, 29, 30, 35, 36, 37,
35% 15 18,7 14,15,16,17,18,19,26,27,31,33,35,38,39,69,71
40 20 25,0 1,9,14,15,16,17,20,24,27,28,29,30,31,32,35,55,56,57,70,
80
44 g8 100 13, 14, 18, 21, 23, 35, 51, 66
46* 19 23,7 1,2,6,9,13,16,21,22,24,26,29,35,36,40,41,54,65,71,78
55% 25 312 1,9,12,13,16,17,18,22,31,33,35,37,42,45,47,48,49,51,54,
56, 57, 59, 61, 67,76
60* 15 187 13,16,18,23,26,29,33,35,38,39,54,64,66,71,74
66 12 15.0 13,19, 21, 28, 42, 49, 57, 59, 61, 66, 72,74
70% 13 162 19, 21, 23, 29, 35, 36, 37, 39, 45, 46, 47, 48, 49
78 16 20,0 4,5,10,11,12,13,14,16,18,19,28,33,34,36,51,56
81* 26 32,5 4,5,6,8,10,11,12,13,14,15,16,18,19,22,23,27,28,30,42,45,
46, 47, 59, 64, 65, 71
5% 25 312 3,4,5,10,11,12,13,14,16,17,18,19,37,38,41,43,45,48,49,
50, 51, 52, 53, 54, 78
90* 10 12,5 20, 21, 22, 23, 28, 29, 40, 42, 46, 63
97 12 150 2,20, 23, 24, 26, 39, 40, 47, 49, 63, 67, 75
105* 17 21,2 21,25,36,38,45,56,57,59,62,63,64,65,66,67,72,74,78
117* 17 21,2 21,28,29,33,41,42,43,44,47,48,49,50,51,52,53,73,75
126* 23 28,7 21,22,23,24,25,26,27,28,30,31,32,33,36,37,38,45,60,63,
, 70, 71, 72, 78, 79
132 4 50 39, 41, 44, 54
138* 23 28,7 20,42,43,47,48,49,51,52,53,56,57,58,59,62,64,65,68,69,
' 70, 74, 76, 77, 80
141 g 10,0 60, 61, 63, 64, 66, 67, 74,75

*Fragbes antigénicas imunodominantes estatisticamente significante entre as amostras de soro dos pacientes
com estrongiloidiase quando comparados com 0S pacicntes com outras parasitoses ¢ individuos sadios
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Tabela 7 - Frequéncias de 25 fragoes antigénicas do extrato salino de S. ratti reconhecidas por
IgG em 60 amostras de soro de pacientes com outras parasitoses atraveés do teste de “Western
blotting”

Fragdes  Positividade IDENTIFICACAO DOS CASOS
antigénicas ) Pacientes com outras parasitoses
(kDa) n /o

T 2 % 6, 16, 21, 53
0 1 5.0 12, 13, 31
23 117 31
33% 3 5.0 7,19, 49
35% 2 3,3 6, 40
37 4 6.7 8,22, 31, 49
40 3 50 12, 13, 20
44 9 15.0 9,15, 16, 17, 20, 22, 25, 32, 40
48 1 1.7 31
52 2 3.3 7,31
60* 2 3.3 26, 31
66 4 6.7 1, 31, 35,48
75 5 §3 1,12, 13, 31, 35
78* 1 1,7 49
81* 1 1,7 48
Q5% 4 6,7 12, 19, 33, 49
89 3 5,0 10, 13, 26
9] 7 11,7 25,33, 41, 48, 52, 59, 60
97 3 5.0 31, 33, 42
113 5 10.0 6,19, 21, 28, 31, 58
117* 1 1,7 6
122 4 6,7 8,24, 28,39
126* 2 33 4,5
132 2 3.3 . 7,21
148 14 233 10, 12, 13, 14, 17, 26, 27, 32, 33, 43, 48, 49, 55, 59

*Fragdes antigénicas imuifodominantes estatisticamente significante entre as amostras de soro dos pacientes
com estrongiloidiase quando comparados com 0s pacientes com outras parasitoses ¢ individuos sadios
AN

Y
-



_ V|4

38

Tabela 8 - Freqiiéncias de 16 fragdes antigénicas do extrato salino de S. rarti reconhecidas por
IgG em 40 amostras de soro de individuos sadios através da técnica de “Western blotting”

Fragdes Positividade IDENTIFICACAO DOS CASOS
antigénicas Individuos Sadios
(kDa) n %
20%* 2 5,0 14, 16
23%* 2 5,0 13, 28
26%* 1 2,5 12
30%* 2 5,0 2,4
33* 2 5,0 1,3
35% 1 2,5 3
37 2 5,0 3, 13
40 4 10,0 3,4,11, 16
44 2 50 3,4
46* 1 2.5 4
48 3 75 4,11, 23
66 1 2.5 32
91 1 2,5 12
97 4 10,0 4.5,6,24
138* 1 25 5
141 1 2.5 2

*Fragdes antigénicas imunodominantes estatisticamente significante entre as amostras de soro dos pacientes
com estrongiloidiase quando comparados com os pacientes com outras parasitoses € individuos sadios

As frequéncias das fragdes antigénicas do extrato salino foram analisadas
comparativamente pelo teste de diferenga entre duas proporgdes para os grupos de pacientes
obtidos. Admitindo-se erro maximo de 5%. A Figura 2 demonstra a frequéncia de
reconhecimento de marcadores antigénicos (kDa) em 180 amostras de soro: 80 pacientes com
estrongiloidiase, 60 pacientes com outras parasitoses e 40 individuos sadios; diluidos 1:40,

testados por “Western Blotting” para detec¢io de IgG em extrato salino S. rarti.
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No teste “Western Blotting” realizado com amostras de soro de pacientes com
estrongiloidiase, pacientes com outras parasitoses e individuos sadios, foram analisadas as
freqiiéncias dos peptideos imunodominantes e foram determinados trés critérios de
positividade. Considerou-se como indicativo de estrongiloidiase, ou no minimo exposicio a
Strongyloides stercoralis, as amostras de soro que reconheceram de um ou mais peptideos
imunodominantes (critério 1); de dois ou mais peptideos imunodominantes (critério 2) e trés
ou mais peptideos imunodominantes (critério 3).

A sensibilidade e especificidade desses critérios estdo mostrados na Tabela 9. Houve
diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) quando comparadas as sensibilidades dos trés
critérios e quando comparadas as especificidades dos critérios 1 x 2 e 1 X 3. Portanto
considerou-se o critério 2 como positividade por diminuir a frequéncia de falsos positivos

(especificidade 93%) e apresentar alta sensibilidade (98,7%).

Tabela 9 - Comparagdo entre as sensibilidades e a especificidades do teste “Western blotting”
na detecgdo de IgG anti-S. stercoralis determinando como critério de positividade 1, 2 e 3
quando, respectivamente, um ou mais, dois ou mais e trés oy mais peptideos imunodominantes
580 reconhecidos por amostras de soro de 80 pacientes com estrongiloidiase, 60 pacientes com

outras parasitoses e 40 individuos sadios.

Critério Niimero de Sensibilidade Nuamero de Especificidade
positivos/total (%) negativos/total %
1 80/80 100,0* 74/100 74 0%
2 79/80 98,7* 93/100 930
3 73/80 91,0% 97/100 97 (ks
*Diferenga estatisticamente significativa quando comparadas as sensibilidades ,

**Diferenga estatisticamente significativa quando comparado com critérig 2
***Diferenga estatisticamente significativa quando comparado com o eritério |
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4.6 Comparagoes entre os testes LF.L, ELISA e “Western Blotting” na
deteccio de IgG anti-S. stercoralis utilizando extrato salino de S. ratti em

amostras de soro

Na Tabela 10 observam-se os resultados concordantes e discordantes entre os trés

testes imunologicos realizados em amostras de soro de pacientes com estrongiloidiase,

pacientes com outras parasitoses € individuos sadios.

Nos pacientes com estrongilojdiase houve concordancia positiva de 90,0% e
discordancia de 10,0% (1,2% para LF.L-/ELISA+/WB- ¢ 8,8% para LF.L-/ELISA+/WB-).
Os pacientes com outras parasitoses apresentaram somente concordancia negativa de 91,7% e
discordincia 8,3% (5,0% para LF.I-/ELISA-/WB+ e 3,3% para LF.L-/ELISA+/WB+)

Entretanto, os individuos sadios apresentaram concordancia negativa de 95,0% e discordancia

de 5,0% para LF.1.-/ELISA-/WB-+.

Tabela 10 - Analise comparativa entre os resultados dos testes LF.I, ELISA e “Western
Blotting” na deteccio de IgG anti-S. stercoralis utilizando extrato salino de S. ratti em 80

amostras de soro de pacientes com estrongiloidiase, 60 pacientes com outras parasitoses e 40
individuos sadios.

Testes Pacientes com Pacientes com Individuos
estrongiloidiase _outras parasitoses sadios
n (%) n (%) n (%)
Concordantes
LF.IL+/ELISA+/WB+ 72 (90,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
LF.L-/ELISA-/WB- 0 (0,0) 55 (91,7) 38 (95,0)
Discordantes
LF.1+/ELISA+/WB- 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
LF.1+/ELISA-/WB- 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
L.F.1-+/ELISA-/WB+ 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
LF.1-/ELISA-/WB+ 0 (0,0) 3 (5,0) 2 (5,0)
LF.I.-/ELISA+/WB+ 7 (8,8) 2 (3,3) 0 (0,0
LF.I-/ELISA+/WB- 1 (1,2 0 (0,0) 0 (0,0)
Total 80 (100) 60 (100) 40 (100)
(+) teste positivo; (-) teste negativo
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A Figura 3 compara as sensibilidades dos testes LF.I., ELISA e “Western Blotting”

(WB) mostrando que houve diferenga estatisticamente significativa (p<0,05) quando
compararam-se as sensibilidades dos testes ILFI x “Western Blotting” e LF.I. x ELISA.

Havendo diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) somente entre as especificidades dos

testes LF.I. x “WB”.

= Sensibilidade

0O Especificidade

Figura 3 — Comparagdo entre as sensibilidades e especificidades c%os testes LF.L, ELISA e
«Western Blotting” (WB) na deteccao de IgG anti-S. stercoralis utilizando gxtrato salino de §.
ratti em amostras de soro de 80 pacientes com estrongiloidiase, 60 pamentes com outras
parasitoses € 40 individuos sadios. Diferenga estatisticamente significativa (p'<0,'05) quando
comparadas as sensibilidades *IFI x ELISA e **LF.I. x WB e as especificidades para
#%*¥] F 1. x WB.
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5. DISCUSSAO

Os métodos imunologicos 530 Uteis na avaliagdo da resposta imune do hospedeiro nos

casos de formas assintomaticas ¢ DO esclarecimento do  diagnostico clinico, além da

possibilidade de emprego €m inquéritos soroepidemiologicos por apresentarem elevada

sensibilidade com relagdo aos métodos parasitolégicos (COSTA-CRUZ, 2000).

A maior limitagao encontrada na padronizagao de testes imunoldgicos mais sensiveis e

especificos ¢ a dificuldade de s€ obter quantidades suficientes de larvas filarioides de S.

stercoralis, situagao vencida com sucesso pelo emprego de S. ratti, S. venezuelensis e S. cebus

como fontes alternativas de antigenos heterologos (GROVE, BLAIR, 1981; SATO,

KOBAYASHI, SHIROMA, 1995;: COSTA-CRUZ et al., 1997, COSTA-CRUZ, 2000).

Tendo em vista que foram utilizadas 288.000 larvas, obtendo-se uma concentragdo

protéica de 1300 png/ml, a utilizagdo do antigeno heterologo contribuiu expressivamente para

a realizagdo dos testes de ELISA e “Western blotting”, uma vez que, para obtengdo dessa

quantidade de larvas, seria preciso muitos pacientes infectados, eliminando larvas de S.

stercoralis nas fezes. A utilizagdo de S. ratti mantido em roedores tem auxiliado nos estudos

de biologia molecular, interagao parasito-hospedeiro, ensaios terapéuticos e fonte de antigeno

heterologo para padronizagao de novas técnicas no imunodiagnostico da estrongiloidiase

humana (COSTA—CRUZ, 2000).

Neste trabalho, a utilizagdo do extrato salino de S. ratti alcangou resultados
promissores 1no teste “Western blotting” para detecgio de IgG sérica no diagnostico da
estrongiloidiase humana. Apesar da facilidade de obtencdo das larvas de S. ratti, nenhum
trabalho, até o momento, foi publicado no Brasil utilizando extrato salino de S. ratti em
amostras de soro humano pelo teste de “Western blotting” e, na literatura estrangeira, somente

os resultados obtidos por CONWAY ef al, (1994) ndo demonstraram peptideos
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imunodominantes utilizando extrato de S. rarfi. Estudos tém sido realizados com extrato
salino de S. stercoralis por grupos de pesquisadores do Japdo e EUA (Quadro 3) valorizando,
assim, a importancia deste trabalho como pioneiro na caracterizacio de peptideos
imunodominantes pelo teste de “Western blotting™ utilizando extrato salino de S, rarsi.

A analise da gamaglobulina de coelho pelo “Western blotting” demonstrou 14 fragdes
antigénicas, coincidentes com amostras de soro de pacientes com estrongiloidiase, com outras
parasitoses ou individuos sadios. Os peptideos imunodominantes 14, 17, 20, 30, 35, 55 ¢ 78
kDa foram reconhecidos pela gamaglobulina do soro de coetho imune. Na amostra de soro do
coelho normal as fragdes antigénicas 52 e 148 kDa coincidiram com as detectadas nas
amostras de soro dos individuos sadios e as 75 e 89 kDa com as amostras de soro de pacientes
com outras parasitoses confirmam a representatividade das fragdes antigénicas encontradas.

O teste “Western blotting” combina a resoluciio minuciosa da eletroforese em gel de
poliacrilamida com a alta sensibilidade de detectar anticorpos do ensaio enzimatico
(LARRALDE et al., 1989). Estes testes tém sido aplicado no imunodiagnéstico da
estrongiloidiase como alternativo para confirmar o diagnéstico, por ser uma técnica altamente
sensivel e especifica no reconhecimento de fragSes de larvas filaridides de S. stercoralis
(UPARANUKRAW, PHONGSRI, MORAKOTE, 1999),

Neste trabalho, o “Western blotting” reconhecey 28 marcadores antigénicos, em
amostras de soro de pacientes com estrongiloidiase, utilizando extrato salino de S. rami.
Destas, foram consideradas imunodominantes, pela analise estatistica, 22 fracdes protéicas (8,
10, 14, 17, 20, 23, 26, 30, 33, 35, 46, 55, 60, 70, 78, 81, 85, 90, 105, 117, 126 e 138 kDa).
Apesar destes peptideos imunodominantes nfio terem sido descritos em conjunto na literatura,
varios autores, estudando antigeno salino de S. stercoralis em amostras de soro, encontraram

resposta de IgG para dez (17, 20, 23, 26, 30, 33, 46, 53, 78 & 90 kDa) dos peptideos

imunodominantes detectadas por este estudo (GENTA et al, 1988; GENTA, LILLIBRIDGE,
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1089: SATO et al., 1990; ATKINS ef al., 1999).

Os peptideos ‘munodominantes 20, 26, 30, 70 ¢ 105 kDa podem corresponder as 19 e

21, 28, 31, 72 ¢ 100 kDa descritos na literatura, aumentando de dez para 16 proteinas

imunodominantes concordantes (Quadro 3).

Qs peptideos :munodominantes 8, 10, 14, 105, 117, 126 e 138 kDa sdo descrigdes

inéditas na literatura, sugerindo serem peptideos do antigeno heterologo, confirmadas pelo

padriio de reconhecimento da gamaglobulina do coelho imune (Figura 1).

As fragbes protéicas 28, 31 e 41 kDa foram relatadas por varios autores como

imunodominantes para O diagnostico da estrongiloidiase humana em amostras de soro

(CONWAYer al., 1993b; LINDO ef al. 1994: CONWAY ef al., 1994, UPARANUKRAW,

PHONGSRI, MORAKOTE, 1999); porém, ndo foram encontradas neste estudo. Dados de

CONWAY et al. (1994) utilizando varias espécies de Strongyloides determinaram que estas

fracdes estavam ausentes 10 S. ratti.

Os peptideos 26, 41, 66 ¢ 97kDa presentes no extrato salino de S. stercoralis foram

identificados por SATO ef al., 1990. Os resultados deste trabalho discordam em relagdo a

frado antigénica 41kDa que niio foi encontrada na anélise do “Western blotting™ utilizando o

extrato salino de S. ratti. Recentemente, a fragdo antigénica 41kDa esta sendo utilizada como

material para uma biblioteca de cDNA, propondo a purificagio de antigenos recombinantes

heterologos para © desenvolvimento de testes imunodiagnostico (SIDDIQUI, STANLEY,
BERK, 2000).

Varias peptideos de superficie das larvas filaridides de S. stercoralis foram
demonstrados por BRINDLEY et al. (1988), incluindo a de 30kDa, e varios produtos de
¢cio/secregdo larval como 40, 30 e 25 kDa reconhecidos por anticorpos em “pool” de

excre

amostras de soro humano infectado, concordando com os resultados deste trabalho onde as

fracdes antigénicas 30 e 40 kDa apresentaram, respectivamente, as seguintes freqiiéncias de
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40% e 25% e, a fragio antigénica de 25 kDa pode corresponder a de 26 kDa (33,7%)

reconhecidas aqui.

A IgG4 foi estudada quanto a resposta imune por GENTA, LILLIBRIDGE, 1989
determinando as fragdes 46, 72 e 78kDa como imunodominantes pelo “Western blotting”,
sugerindo que subclasse da imunoglobulina G pode ter um papel em modular resposta

alérgica as proteinas parasitarias especificas de S. stercoralis.

A identificacdio de peptideos encontrados pelo teste de “Western blotting” ¢ efetuado
por cilculos de pesos moleculares aparentes. Dependendo das variaveis envolvidas no
sistema, ndo se deve excluir a possibilidade de uma mesma proteina ser expressa por valores

em kDa, muito proximos em diferentes trabalhos (GERSHONI, 1988).

O reconhecimento de IgG, pelas amostras de soro, apresentaram um valor minimo de
especificidade (93%), ao se considerar dois ou mais peptideos imunodominantes (critério 2)
em relagdo a um ou mais peptideos imunodominantes (critério 1). A sensibilidade (98,7%)
foi alta como aquelas reportadas para o ELISA e LF.I. (Quadros 1 e 2). Portanto, o critério 2

diminui possiveis casos falso-positivos, sem alterar a sensibilidade do teste.

Comparando-se o antigeno utilizado, observou-se que a concordancia nos trés testes

tanto positiva para os pacientes com estrongiloidiase (90,0%), quanto negativa para os

pacientes com outras parasitoses (91,7%) e individuos sadios (95,0%), foi significante em

detectar IgG sérica, reforgando a necessidade da associagdo dos testes imunologicos, para um

diagnostico confirmativo, diminuindo os resultados falso-positivos .
Nos casos onde houve discordancia dos testes LF.I. e ELISA (LF.L-/ELISA+), o

“Western blotting” foi capaz de definir o diagnédstico em oito casos (10,0%) de pacientes com

estrongiloidiase, e dois casos (3,3%) de pacientes com outras parasitoses, sugerindo que, em

casos semelhantes deve-se realizar o teste de “Western blotting”, para confirmar o

diagnostico.



47

Umas das principais limitagdes encontradas na utilizagdo do imunodiagnodstico € a
possibilidade de haver reagdes cruzadas com outras parasitoses, principalmante
esquistossomose, filariose e ancilostomose. Este problema pode ser solucionado pela
caracterizagio das fragoes antigénicas especificas de Strongyloides, através da técnica de
eletroforese em gel de poliacrilamida e seu emprego como antigeno purificado, ou analise das
amostras de soro pelo teste de “Western blotting”, para identificagio de peptideos
imunodominantes especificas (COSTA-CRUZ, 2000).

Os pacientes com outras parasitoses apresentaram trés casos (5,0% dois casos com
Ancilostomideo e um caso com Trichuris trichura) para “Western blotting” positivo e LF.L e
ELISA negativo, havendo possivel reagdo cruzada. Nos individuos sadios houve dois casos
(5,0%) na mesma situagfio, sugerindo que o “Western blotting” ndo € capaz de confirmar um
diagnostico onde o testes de triagem foram negativos. Os dois casos (5,0%) nos individuos
sadios ﬁodem sugerir casos de estrongiloidiase, em que os individuos ndo estavam eliminando
larvas nas fezes.

Quando se compararam as sensibilidades e especificidades, nos trés testes, obteve-se
maior sensibilidade para o ELISA (100%) seguidos pelo “Western blotting” (98,7%) e pela
L.F.L (90%), enquanto as especificidades foram, respectivamente em ordem decrescente, L.F 1.
(100%), ELISA (98%) e “Western blotting” (93%). Isto demonstra que a sensibilidade e a
especificidade, associando os testes, tornam o diagnostico da estrongiloidiase mais especifico.

O teste “Western blotting” utilizando extrato salino de S. ratti detectaram IgG
principalmente as fragdes antigénicas 8, 10, 14, 17, 20, 23, 26, 30, 33, 35, 46, 55, 60, 70, 78,
81, 85, 90, 105, 117, 126 e 138kDa, mostrando-se eficaz como teste complementar para o
diagnostico € pode ser Util na confirmagdo parasitologica, da presenca de infecgio, dificultada
pelo pequeno numero de larvas de S. stercoralis eliminadas nas fezes. Pode ser Gtil em casos

de desenvolvimento da estrongiloidiase severa, pela supressdo da imunidade celular através

C}(\“/ PSS NS P . }‘\{‘;’},, fﬁj).,tf)':-.r:r;;; (LM,UJQSWM Q3
{ .

‘»Q\,w \Q‘i , \e—k‘{’/‘ =N Ty %q
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de corticoides e outras drogas (LIU, WELLER, 1993, LEUNG, LIEW, SUNG, 1997).

Por fim, a presente dissertacdo sugere que a combinagdo dos testes LF.I, ELISA e

“Western blotting” em amostras de soro podem fornecer resultados mais seguros para auxilio

na confirmagdo do diagnostico da estrongiloidiase humana.
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6. CONCLUSOES

O extrato salino de S. ratti mostrou-se eficiente no teste “Western blotting” para

deteccdo de IgG sérica no diagnostico da estrongiloidiase humana.

As fracoes protéicas 8, 10, 14, 17, 20, 23, 26, 30, 33, 35, 46, 55, 60, 70, 78, 81, 85

90, 105, 117, 126 € 138kDa foram consideradas imunodominantes no teste “Western blotting”

para o extrato salino de S. ratti na deteccio de IgG sérica.
O extrato salino de S ratti apresentou indices elevados tanto em sensibilidade quanto

em especificidade nos testes LF.L, ELISA e “Western blotting” analisados na detecgdo de IgG

sérica no diagnostico da estrongiloidiase humana.

O teste de “Western blotting” foi capaz de definir o diagnostico em casos de sorologia

discordantes (LF.L - ¢€ ELISA +) sugerindo sua utilizacio nestes casos para esclarecer o

diagnostico imunologico.
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