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RESUMO

Estrongiloidiase humana é uma importante parasitose intestinal em todo mundo, 50% das
pessoas infectadas sdo assintomaticas, entretanto pode haver hiperinfecgdo e disseminacdo em
pacientes imunocomprometidos, levando a morte. A detec¢do precoce da doenca previne o
desenvolvimento das sindromes de hiperinfeccdo e disseminacdo, assim, 0 uso de uma
ferramenta diagndstica eficiente é de grande importancia para identificar e controlar esta
parasitose. Devido a falta de eficiéncia nos testes parasitoldgicos e sorologicos disponiveis
atualmente para detectar estrongiloidiase humana € necessario aprimorar 0s testes
imunodiagndsticos utilizando antigenos recombinantes e sintéticos, uma vez que ha
limitacbes para obter e utilizar antigenos homologos, produzidos a partir do parasito. O
objetivo deste trabalho foi selecionar por Phage display peptideos miméticos a Strongyloides
stercoralis ligantes a imunoglobulinas G de pacientes com estrongiloidiase. Uma biblioteca
PhD™-C7C foi utilizada no processo de selecdo e o DNA dos clones selecionados foi
extraido, sequenciado e analisado por ferramentas de bioinformatica. Os testes ELISA foram
feitos utilizando cinco clones de fagos distintos, os quais tiveram similaridades significantes
com proteinas de S. stercoralis, e dois peptideos sintéticos correspondentes as sequéncias
expressas por dois clones selecionados. A especificidade de ligacdo de cada clone de fago ao
pool de soros de pacientes com estrongiloidiase foi analisada por ELISA de competicdo.
Sensibilidade, especificidade, eficiéncia diagnostica, areas sob a curva e razdo de
verossimilhanca foram calculados para cada antigeno. Todos os clones de fagos analisados
apresentaram alto potencial diagndstico alcancando area sob a curva maiores que 0,8, se
destacando o clone C9 com razoavel sensibilidade (87,5%), especificidade (80%) e eficiéncia
de diagndstica (82,5%). Os peptideos sintéticos C10 e D3 apresentaram desempenho
diagnostico superior, com areas sob a curva maiores que 0,9 e excelente sensibilidade (95%,
95%), especificidade (86,3%, 92,5%) e eficiéncia de diagnostica (89,2%, 93,3%)
respectivamente. Concluiu-se que 0s peptideos selecionados por Phage display podem
mimetizar epitopos de S. stercoralis e representam alternativa promissora aos antigenos
atualmente disponiveis para utilizacdo no diagnostico da estrongiloidiase humana.

Palavras chave: Estrongiloidiase, imunodiagnostico, peptideos, Phage display, mimotopos.
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ABSTRACT

Selection and application of recombinant and synthetic peptides obtained by phage
display in the immunodiagnosis of human strongyloidiasis

Human strongyloidiasis is an important intestinal parasitic infection worldwide, 50% of
infected individuals are asymptomatic, however it can cause hyper infection and
dissemination in immunocompromised hosts leading to death. Early detection of the disease
prevents the development of hyper infection and dissemination syndromes, so the use of an
efficient diagnostic tool has great importance to identify and control this parasitic disease.
Due to the lack of efficiency in parasitological and serological tests currently available to
detect human strongyloidiasis it is necessary to improve immunodiagnostic tests
using recombinant and synthetic antigens once there are limitations to obtain and use
homologous antigens produced from the parasite. The aim of this study was to select using
phage display technology Strongyloides stercoralis mimetic peptides ligands to
immunoglobulin G from patients with strongyloidiasis. The PhD™-C7C library was used in
the selection process and the DNA of the selected clones was extracted, sequenced and
analyzed using bioinformatics tools. ELISA tests were done by using five distinct phage
clones, which presented significant similarity with proteins from S. stercoralis, and the two
synthetic peptides corresponding to the sequences displayed on two phage clones. Binding
specificity of each phage clone to the pool of sera from patients with strongyloidiasis was
analyzed by competitive ELISA. Sensitivity, specificity, diagnostic efficiency, area under
curve and likelihood ratio were calculated for each antigen. All phage clones presented high
diagnostic potential achieving area under curves higher than 0.8, the C9 clone presented
reasonable sensitivity (87.5%), specificity (80%) and diagnostic efficiency (82.5%).Synthetic
peptides C10 and D3 showed superior diagnostic performance, with areas under the curve
greater than 0.9 and excellent sensitivity (95%, 95%), specificity (86.3%, 92.5%) and
diagnostic efficiency (89 2%, 93.3%) respectively. It was concluded that the selected peptides
by Phage display can mimic S. stercoralis epitopes and represent promising alternative to the
currently available antigens for human strongyloidiasis diagnosis.

Keywords: strongyloidiasis, immunodiagnosis, peptides, phage display, mimotopes.
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1. INTRODUCAO

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, mais de 2 bilhdes de pessoas estdo
infectadas com algum parasito intestinal, constituindo um problema de saude publica. No
Brasil estima-se que 50 milh6es de pessoas, ou seja, 30% da populacdo estdo acometidas com
alguma verminose (MONTEIRO et al., 1986; OMS, 2004).

Estrongiloidiase € uma parasitose intestinal causada por nematdédeos do género
Strongyloides que acometem mamiferos, principalmente o homem, mas pode ser encontrada
em outras espécies, tais como: aves, répteis e anfibios (VINEY; LOK, 2007). O nematédeo do
género Strongyloides, pertence ao reino Animalia, sub-reino Metazoa, Filo Nematoda, Classe
Secernentea, subclasse Rhabditia, ordem Rhabiditia, familia Strongyloididae. O género
Strongyloides apresenta 52 espécies das quais somente duas foram descritas como infectantes
para 0 homem, sdo elas: Strongyloides stercoralis, (Bavay, 1876) Stiles & Hassall (1902)
considerada a de maior importancia clinica, e Strongyloides fuelleborni (Grassi, 1879),
causadora da estrongiloidiase humana na Africa e nas Filipinas (GROVE, 1996).

O parasito S. stercoralis foi identificado pela primeira vez em 1876, pelo médico
francés Louis Normand na cidade de Toulon; Franca, ao examinar fezes diarréicas de
soldados franceses que trabalhavam na Cochinchina (atual Vietnd). Esta doenca foi conhecida
durante anos como diarréia da Cochinchina. A elucidacdo do ciclo evolutivo completo
ocorreu apenas 50 anos apdés a descoberta do parasito. As formas parasitarias foram
primeiramente descritas por Bavay em 1876, como Anguillula (latim Anguillula = pequena
enguia ou peixe longo e stercus = esterco) para as encontradas na luz intestinal e como
Anguillula intestinalis para as obtidas em necropsia (GROVE, 1996; SIDDIQUI; BERK,
2001).

Outras espécies, tais como Strongyloides venezuelensis e Strongyloides ratti sdo
utilizadas como modelos experimentais em roedores para estudo da infeccdo humana, bem
como para a biologia do seu agente causador (TAKAMURE, 1995; GROVE, 1996; CHIUSO-
MINICUCCI et al., 2010). Durante a infeccdo em roedores por S. venezuelensis, ocorre a
migracdo das larvas através do pulmdo antes de se estabelecerem na mucosa intestinal do
hospedeiro sendo similar & migragao de S. stercoralis em humanos (FERREIRA et al., 2007).

A infeccdo por S. stercoralis normalmente é auto-limitada e de baixa morbidade em
individuos imunocompetentes. No entanto, torna-se grave nos quadros de
imunocomprometimento (FERREIRA et al. 1999; KEISER; NUTMAN, 2004;



15
INTRODUCAO

VADLAMUDI; CHI; KRISHNASWAMY, 2006; MONTES et al. 2009; DAVE et al., 2014).
Pacientes imunossuprimidos como, por exemplo, com HIV/AIDS, sob tratamento com
corticosterdides, transplantados, com neoplasias, tuberculose, subnutricdo e/ou alcoolistas,
tém sua resposta imune celular comprometida, e dessa forma estdo predispostos ao
desenvolvimento de infec¢Bes graves causadas pelo S. stercoralis (OLIVEIRA et al., 2002;
FERREIRA, 2005; SILVA et al., 2005; MARCOS et al., 2008; VAIYAVATJAMAI et al.,
2008; COSTA-CRUZ, 2011; ARNDT, et al., 2013). Outras doengas cronicas como, por
exemplo, glomerulonefrite e diabetes mellitus também influenciam nos aspectos
imunolégicos, patogénicos e patoldgicos da estrongiloidiase (MENDONCA et al., 2006).

A estrongiloidiase humana acomete aproximadamente 50 a 100 milhGes de pessoas em
todo o mundo, mas acredita-se que o nimero de pessoas infectadas seja ainda maior, e apesar
da alta prevaléncia ainda é considerada uma parasitose com risco de ser negligenciada. A
doenca pode evoluir para casos graves resultando em 6bito (GROVE, 1996; VINEY; LOK,
2007; MARCOS et al., 2008; MONTES; SAWHNEY; BARROS, 2010; SCHAR et al., 2013;
McCARTY; TURKELTAUB; HOTEZ, 2014).

1.1.  Aspectos biol6gicos de Strongyloides stercoralis

As espécies de Strongyloides sdo as menores dentre 0s nematddeos e apresentam uma
peculiaridade interessante: a Unica forma parasitaria adulta presente no intestino delgado € a
fémea partenogenética, que se reproduz dentro do hospedeiro sem a presenca do macho,
liberando seus ovos no duodeno (GROVE, 1996).

Essas espécies tém ciclos evolutivos complexos, e possuem seis formas evolutivas,
adultos parasitarios e de vida livre, morfologicamente distintos. A maioria destes helmintos
apresenta a habilidade de se manter alternando geracGes homogénicas ou diretas em ciclos
parasitarios; e heterogobnicas ou indiretas, em repetidas proles de vida livre (MORAES, 1948;
LEVINE, 1979; COSTA-CRUZ, 2011). As diferentes espécies do género tém ciclos de vida
semelhantes (ANDERSON, 2000; FERREIRA et al., 2007; VINEY, LOK, 2007).

As fémeas partenogenéticas tripldides (3n) se instalam na mucosa intestinal e liberam
de 30 a 40 ovos por dia, produzindo simultaneamente, trés tipos de ovos que originam as
larvas rabditdides, estas sdo encontradas nas fezes ou em fluidos intestinais. As larvas
rabditoides (L2) podem ser triploides (3n), dipldides (2n) ou haploides (1n), e sdo liberadas no
interior do hospedeiro. Estas fases evolutivas podem se desenvolver em dois ciclos distintos.

O primeiro é o direto ou partenogenético, no qual as larvas rabditéides (3n) chegam ao meio


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=McCarty%20TR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24241244
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=McCarty%20TR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24241244
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hotez%20PJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24241244
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externo com as fezes, e transformam-se diretamente em larvas filaridides (L3) infectantes. O
segundo ciclo é o indireto ou de vida livre, no qual as larvas rabditéides (2n) e (1n)
transformam-se, respectivamente, em fémeas e machos de vida livre, que por reproducédo
sexuada, originam larvas filarioides infectantes (L3) (GROVE, 1996).

Os hospedeiros humanos tornam-se infectados por S. stercoralis quando as larvas
filaridides L3 penetram ativamente na pele integra ou ocasionalmente pelas mucosas,
principalmente da boca e es6fago quando sdo deglutidas através de alimentos contaminados.
Essas larvas secretam proteases que auxiliam tanto na penetragdo quanto na migragao atraveés
dos tecidos. Apds a penetracdo, as L3 caem na circulagdo sangliinea, passam pelo ventriculo
direito, chegam aos capilares pulmonares onde se diferenciam em L4 e atravessam a
membrana alveolar, migrando pela arvore brénquica até a faringe. As L4, entdo, podem ser
expectoradas pelo reflexo da tosse que provocam, ou serem deglutidas, passando pelo
esdfago, estbmago e finalmente, atingindo o intestino e se instalando na mucosa do duodeno e
jejuno, chegando a maturidade como fémeas partenogenéticas parasitas que iniciam a
oviposicdo. Os ovos de S. stercoralis sdao eliminados ja larvados na mucosa intestinal do
hospedeiro humano e eclodem antes da eliminacdo das fezes. Este fato torna dificil a
visualizacdo deles nas fezes de humanos infectados, a menos que o individuo esteja com
diarréia grave. O periodo pré-patente (da penetracdo de L3 a oviposicdo da fémea) para S.
stercoralis em humanos é de aproximadamente 8-25 dias (ANDERSON, 2000; COSTA-
CRUZ, 2011).

A contaminacao do solo pelo parasita resulta do habito de defecagdo no chao. Para que
as larvas rabditéides sobrevivam no solo, desenvolvam-se até adultos machos e fémeas de
vida livre e se multipliqguem, sdo necessarias algumas condi¢des ambientais. O solo deve ser
arenoso, poroso, rico em matéria organica, Umido e sem de luz direta. A temperatura 6tima
deve variar entre 25 a 30°C. A evolucdo torna-se lenta entre 11 e 19°C, e abaixo de 8°C as
larvas rabditéides tornam-se invidveis (REY, 2001). A hetero ou primoinfec¢do, que ocorre
atraves da pele, € o modo usual de transmissdo, mas ha outros tipos de infeccdo, como
autoinfeccd@o que € caracteristica peculiar deste parasito (TAKAMURE, 1995; VINEY; LOK,
2007). A autoinfeccdo pode ocorrer tanto na forma externa (L2 na regido perianal
transformam-se em L3 e penetram nessa regido) quanto interna (L2, ainda na mucosa
intestinal, transformam-se em L3 que penetram na regido do ileo e cdlon). A autoinfecgdo é
responsavel pela longa permanéncia do parasito no hospedeiro e o principal fator no
desenvolvimento das formas graves da estrongiloidiase (CARVALHO; PORTO, 2004). O

processo de autoinfeccdo pode sofrer exacerbacdo com aumento do namero de larvas e
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fémeas paternogenéticas, chamado de hiperinfeccdo, neste caso as formas podem se
disseminar por todo organismo e persistir por muitas décadas (VINEY; LOK, 2007; COSTA-
CRUZ, 2011).

1.2. Epidemiologia da estrongiloidiase humana

Entre as infec¢bes causadas por geo-helmintos, com transmissdo via solo, a
estrongiloidiase esta entre os seis primeiros lugares, referindo-se apenas as infeccdes ativas.
Contudo o numero de pessoas potencialmente expostas ou com quadro de infecgdo sub-
clinico é muito maior (BETHONY et al., 2006; ELLIOTT; SUMMERS; WEINSTOCK,
2007).

Estima-se que entre 50 e 100 milhdes de pessoas no mundo encontram-se infectadas
com S. stercoralis (KOZUBSKY; ARCHELLI, 2004; VINEY; LOK, 2007; MONTES;
SAWHNEY; BARROS, 2010). Trés regides mundiais foram definidas de acordo com a
prevaléncia da infeccdo: esporadica (< 1%), endémica (1-5 %) e hiperendémica (> 5 %)
(STUERCHLER apud PIRES; DREYER, 1993).

A estrongiloidiase humana tem distribuicdo mundial heterogénea, as areas endémicas
estdo situadas, principalmente, entre os tropicos, onde o clima tropical favorece o
desenvolvimento do parasito, especialmente nos paises subdesenvolvidos ou em
desenvolvimento da Asia, América Latina e Africa Subsaariana (KOZUBSKY; ARCHELLI,
2004; SANDOVAL et al., 2004; BOULWARE et al., 2007; FARDET et al., 2007, MARCOS
et al., 2008; ANDRADE et al., 2010). Dentre esses paises destacam-se a Colémbia, Peru,
Brasil, Chile, Republica Central Africana, Zaire e Costa Rica (DE BONA; BASSO, 2008).
América Latina e Africa apresentam indices preocupantes desta parasitose, a prevaléncia
chega a 50% (NEUMANN; RITTER; MOUNSEY, 2012).

Nas regides desenvolvidas do mundo, como Sudeste da América do Norte e Europa, as
infeccOes sdo freqlientes em trabalhadores do campo e também tém origem néo autoctone em
razdo dos imigrantes e visitantes de areas endémicas (CELEDON et al., 1994; SIDDIQUI;
BERK, 2001; MARCOS et al., 2008).

No Brasil a prevaléncia da estrongiloidiase varia de 3,9% a 7,9% entre as cinco
regides do pais, sem variacdo entre zona rural (4,8%) e area urbana (5,0%), representando
grande importancia de satde publica. Esta prevaléncia esta relacionada a precarias condicoes
socio econdmicas associadas ao processo desordenado de urbanizacgdo, as quais favorecem a

transmissdo de parasitos intestinais devido a péssimas condi¢cdes higiénico-sanitarias de
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muitas regides periféricas. As maiores taxas de prevaléncia foram encontradas nos estados do
Amapa, Goias, Rondbnia e Minas Gerais. As taxas de infeccdo variam de acordo com a regiao
analisada, o grupo populacional e os métodos de diagndstico parasitologico empregados pelos
pesquisadores, o que dificulta a comparacdo dos dados (KOZUBSKY; ARCHELLI, 2004;
MINISTERIO DA SAUDE, 2005; DE BONA; BASSO, 2008; PAULA; COSTA-CRUZ,
2011).

Em Minas Gerais, na cidade de Uberlandia, utilizando métodos parasitoldgicos, foi
reportado 13% de positividade em escolares (MACHADO; COSTA-CRUZ, 1998), 3,31% em
criancas hospitalizadas (PAULA et al., 2000), 33,3% em alcoodlatras (OLIVEIRA et al.,
2002), 12% em pacientes HIV positivos (SILVA et al., 2005); 3,8% em pacientes diabéticos
(MENDONCA et al., 2006), 9,1% em pacientes com cancer gastrointestinal (MACHADO et
al., 2008a); 4,4 % em puérperas lactantes (MOTA-FERREIRA et al., 2009) e 5% em idosos
(NAVES; COSTA-CRUZ, 2013).

1.3.  Aspectos clinicos da estrongiloidiase humana

A maior parte dos individuos com estrongiloidiase possui a forma assintomética ou
apresenta manifestagdes clinicas brandas (ROSSI et al., 1993; SEGARRA-NEWNHAM,
2007). A patologia e a sintomatologia da estrongiloidiase ndo estdo somente relacionadas a
carga parasitaria, mas também a fatores do hospedeiro. Entre estes fatores estdo a diminuicdo
da resisténcia organica e o estado de nutri¢cdo do paciente, podendo evoluir com largo espectro
de manifestacdes clinicas. A doenca pode evoluir desde as formas assintomaticas ou
oligossintomaticas em individuos com baixa carga parasitaria, até formas graves e fatais em
pacientes imunocomprometidos, devido a desnutricdo crénica, diabetes mellitus, lupus,
insuficiéncia renal cronica, alcoolismo e corticoterapia prolongada (KEISER; NUTMAN,
2004; GREINER; BETTENCOURT; SEMOLIC, 2008; VAIYAVATJAMAI et al., 2008;
HOCHBERG et al., 2011).

Clinicamente, a forma aguda da estrongiloidiase € pouco detectada em areas
endémicas e as manifestacdes clinicas sdo decorrentes da penetracdo e migracdo da larva pela
pele, 0 que pode ocasionar lesdes eritémato-papulosa pruriginosa conhecida como larva
currens, e de sua passagem pelos pulmdes. O paciente pode apresentar um quadro de
broncoespasmo, tosse e desconforto respiratorio, decorrentes da pnenumonite eosinofilica,
conduzindo a sindrome de Loefller, que é caracterizada pelos infiltrados pulmonares na

radiografia do térax, acompanhados de eosinofilia periférica. A instalacdo das fémeas na
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mucosa intestinal do paciente pode ocasionar dor abdominal inespecifica ou epigastralgia de
natureza semelhante a quadro ulceroso péptico (KEISER; NUTMAN, 2004; GRYSCHEK;
SICILIANO, 2010). A forma cronica da estrongiloidiase pode ser leve, moderada ou grave;
quando leve, geralmente € assintomatica. Nas formas moderada e grave ha predominio de
manifestacdes digestivas como dor abdominal, diarréia e vomitos, sendo estas manifestacdes
mais intensas na forma disseminada, podendo levar a desidratacdo, sindrome da méa absorcéo,
isquemia mesentérica, distarbios hidroeletroliticos, hipoalbuminemia e, em alguns casos, a
ileo paralitico. O envolvimento pulmonar acarreta em tosse e hemoptise relacionadas a
migracdo larval (COSTA-CRUZ, 2011).

A forma disseminada é decorrente de um quadro de hiperinfecgdo, caracterizada por
uma grande migracdo das larvas oriundas de autoinfeccdo. Este estagio caracteriza a forma
grave da estrongiloidiase, em que o parasito pode ser encontrado em Vvarios 6rgdos como:
sistema nervoso central, linfonodos mesentéricos, coracdo, pancreas, rins, ovarios e
musculatura esquelética (FERREIRA et al., 1999; VADLAMUDI; CHI; KRISHNASWAMY,
2006; VELOSO; PORTO; MORAES, 2008, FEELY et al., 2010; COSTA-CRUZ, 2011).
Durante a disseminacdo as larvas filaridides penetram pela parede do intestino grosso, com
isso podem carrear bactérias responsaveis por quadros infecciosos sistémicos, que podem
inclusive ocorrer durante a hiperinfeccdo. A forma disseminada da estrongiloidiase é
frequentemente fatal, devido a sua rapida evolucdo e diagnoéstico tardio (KEISER; NUTMAN,
2004; SHORMAN; AL-TAWFIQ, 2009; GRYSCHEK; SICILIANO, 2010).

1.4.  Resposta imune do hospedeiro

A imunidade desenvolvida pelo hospedeiro mediante infeccdo por nematddeo pode
ocorrer por meio de mecanismos de destruicdo do verme adulto ou das larvas durante a
autoinfeccdo. Na resposta imune estdo envolvidas células T antigeno especificas que liberam
citocinas e induzem a producdo de anticorpos e mudangas inflamatorias (ONAH; NAWA,
2000; PORTO et al., 2002; NEGRAO-CORREA et al., 2006).

Estudos envolvendo a resposta imune contra helmintos tém sido realizados em
modelos experimentais e, nestes casos ha evidéncias de que tanto a resposta imune celular
como a humoral estdo envolvidas contra estes parasitos (NEGRAO-CORREA et al., 2006;
FINNEY et al., 2007). Na maioria dos casos as respostas imunes dos hospedeiros contra 0s
parasitos sdo similares, sendo respostas T-dependentes com perfil Th2, com a producédo de

interleucinas (IL) IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 e IL-13, envolvidas na sinalizacdo das células
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(OVINGTON; BEHM, 1997; TURNER et al., 2003; MONTES et al., 2009; COSTA-CRUZ,
2011). As interleucinas produzidas induzem rapida resposta humoral mediada por IgE, e
resposta celular mediada por eosindéfilos, basofilos, mastocitos, associados com a destruicdo
das larvas e eliminacdo dos vermes (GENTA, 1996; WEINSTOCK; SUMMERS; ELLIOT,
2005; NEGRAO-CORREA et al., 2006).

Embora a resposta Th2 esteja associada com a protecdo do hospedeiro na maioria dos
modelos experimentais de infeccdo por helmintos em murinos, 0 exato mecanismo
responsavel por este fendmeno ainda ndo foi completamente esclarecido (LAWRENCE et al.,
1995; NEGRAO-CORREA, 2001).

Os antigenos do parasito sdo apresentados para os linfocitos T CD4+, via MHC |l
(complexo de histocompatibilidade principal classe Il), que assim podem desempenhar sua
funcdo na resposta imune adaptativa. As células T CD4+ podem ser divididas em duas
populagdes distintas de células T “helper” tipo 1 (Thl) e tipo 2 (Th2), baseado no perfil de
citocinas secretadas. O perfil Thl produz interferon-gama (IFN-y) que ¢é responsavel pela
resposta imune celular, enquanto as células Th2, associadas as respostas imunes contra
alérgenos e helmintos, secretam citocinas e cooperam com os linfécitos B na producdo de
anticorpos especificos. Como as celulas Thl e Th2 secretam citocinas com funcGes
antagobnicas, existe uma modulacdo da atividade celular (ONAH; NAWA, 2000; PORTO et
al., 2002; HIRATA et al., 2006; RODRIGUES et al., 2007).

No mecanismo T-independente hd a producdo, pelos macréfagos, de citocinas e
mediadores da inflamacdo antigeno-inespecificos. Estas moléculas sdo o fator de necrose
tumoral alpha (TNF-a) e a IL-1 que atuam nas células caliciformes do intestino estimulando a
proliferacdo das mesmas, e conseqiiente aumento na producdo de muco. O muco € secretado
na luz intestinal e reveste as fémeas parasitas, 0 que previne o estabelecimento na mucosa ou
leva a expulsdo das mesmas. Assim, proteinas do muco gastrointestinal, as mucinas, sdo
constituintes da primeira linha de defesa do hospedeiro contra os helmintos. As mucinas sao
glicoproteinas poliméricas ricas em residuos de aminoacidos que se ligam a sitios para
oligossacarideos presentes no tegumento dos parasitos (MARUYAMA et al., 2000, 2002;
ONAH; NAWA, 2000).

A hipersensibilidade mediada pela imunoglobulina E (IgE) antigeno-especifica é a
mais rapida resposta imune efetora contra 0s parasitos e inicia-se quando os mastdcitos ja
sensibilizados liberam o0s mediadores pré formados estocados em granulos
intracitoplasmaticos que incluem a histamina, heparina, proteases e fatores quimiotaticos para

eosinéfilos e neutrd6filos (GALIOTO et al, 2006). Niveis elevados de IgE foram
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demonstrados em pacientes imunocompetentes com estrongiloidiase (RODRIGUES et al.,
2004), mas, na doenca disseminada e nos casos de imunossupressdo, os niveis de IgE total e
especifica podem estar dentro da normalidade (PORTO et al., 2001; MARCOS et al., 2008).
O ciclo do parasito sugere também que ele pode estimular a resposta local e sistémica
mediada por anticorpos IgA. Pacientes humanos sintomaticos graves apresentam reducdo
significativa da concentracdo de IgA e IgM especificas, entretanto, ndo ha alteracdo nos niveis
de 1gG (COSTA-CRUZ, 2011).

A 1gG é a principal imunoglobulina do soro, correspondendo a 70-75% do total de
anticorpos séricos. A classe engloba 4 subclasses, 1gG1, 1gG2, 1gG3 e 1gG4 distintas nas
sequéncias de aminoacidos no dominio das cadeias constantes (OCHS; WEDGWOOD, 1987;
ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2003). Entre as subclasses de 1gG, 1gG1 e IgG4 participam
na elaboracdo da resposta imune contra S. stercoralis (ATKINS et al., 1999; RODRIGUES et
al., 2007). Acredita-se que 1gG4 esteja envolvida no bloqueio da resposta protetora promovida
pela IgE, ou seja, modula as respostas alérgicas IgE-mediadas pela ligacdo em sitios dos
mastocitos (ATKINS et al., 1997; ATKINS et al., 1999; RODRIGUES et al., 2007). O
aumento dos niveis de 1gG4, que se segue as infec¢des primarias, pode reduzir a expulsao dos
parasitos, pelo fator mencionado anteriormente, 0 que permite o estabelecimento das fémeas
parasitas. A estrongiloidiase crbnica pode ser resultado da diminuicdo das respostas de
hipersensibilidade (IgE-mediadas) para a persistente autoinfeccdo e, que consequentemente,
reduz os efeitos imunopatolégicos da anafilaxia constante (ATKINS et al., 1997). Nos casos
de doenca disseminada e de imunossupressdo, 0s niveis de IgE podem estar normais
(MARCOS et al., 2008).

1.5. Diagnostico da estrongiloidiase humana

O diagndstico da estrongiloidiase humana ainda é um desafio (DREYER et al., 1996).
O diagnadstico clinico da estrongiloidiase humana é incerto uma vez que a maioria dos casos
sd0 assintomaticos, ou quando estdo presentes, 0s sintomas pulmonares e intestinais sao
comuns a outras parasitoses. Com isso, é necessaria a utilizacdo de exames parasitoldgicos e
imunoldgicos complementares (SIDDIQUI; BERK, 2001; AGRAWAL; AGARWALA;
GHOSHAL, 2009). O diagnostico baseia-se na identificacdo de formas parasitarias de S.
stercoralis. Os parasitos podem ser encontrados com menor freqiiéncia em fluidos de aspirado
duodenal e ocasionalmente em outros tecidos ou fluidos do hospedeiro como lavado

brénquico, escarro, urina, esfregaco de sangue periférico e liquor; ou amostras de tecido
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s6lido, como em bidpsia de pele e endoscopia do sistema digestério (ONUIGBO;
IBEACHUM, 1991; LIU; WELLER, 1993; PIRES; DREYER, 1993; SUDRE et al., 2006;
VAN DOORN et al., 2007; PASQUALOTTO et al., 2009; KAKATI et al., 2011). Esses
métodos sdo empregados em pacientes que apresentam a forma grave de estrongiloidiase.
Classicamente, o diagnostico definitivo é confirmado pelo encontro de larvas nas fezes, no
entanto, em virtude da liberacdo de larvas ser pequena e irregular, as mesmas podem nao ser
detectadas nos métodos parasitologicos convencionais comprometendo a sua sensibilidade
(UPARANUKRAW; PHONGSRI; MORAKOTE, 1999; SIDDIQUI; BERK, 2001; HIRA et
al., 2004; HIRATA et al., 2007; REQUENA-MENDEZ et al., 2013).

No intuito de aumentar a sensibilidade do exame coprolégico, foram desenvolvidas
técnicas de cultivo dos estagios larvais. Elas baseiam-se no desenvolvimento do ciclo indireto
de Strongyloides, que permite a concentracdo do nimero de larvas (LIU; WELLER, 1993).
Entre as técnicas de cultura estdo a de cultura em papel filtro (HARADA,; MORI, 1955) e de
placa de agar (KOGA etal., 1991; STEINMANN et al., 2007).

Por meio de métodos de concentracdo de larvas em fezes, estadios larvais podem ser
encontrados em amostras fecais pelo exame microscopico. Ha apenas um relato de
recuperacdo do estagio adulto em amostras de fezes (HONG et al., 2009). Os metodos de
concentracdo de larvas de Baermann (1917), modificado por Moraes (1948) e o de Rugai,
Mattos e Brisola (1954), os quais se baseiam no hidrotropismo das larvas séo utilizados com
sucesso e apresentam vantagens como aumento da sensibilidade e simplicidade, e rapidez de
execucao (REY, 2001). Para que o diagndstico parasitoldgico atinja 100% de sensibilidade é
imprescindivel que sete amostras de fezes sejam colhidas e analisadas (ANDRADE-NETO;
ASSEF, 1996; UPARANUKRAW,; PHONGSRI; MORAKOTE, 1999; SIDDIQUI; BERK,
2001). Pela inconveniéncia e dificuldade para o paciente coletar as amostras necessarias
muitos médicos apresentam resisténcia em solicitar o exame parasitoldgico de fezes. Na
maioria das vezes, 0 exame € realizado em poucas amostras e mesmo 0 paciente estando
infectado, larvas podem ndo ser detectadas, e ser erroneamente diagnosticado como falso
negativo (SATO et al., 1995a).

Testes imunoldgicos tém sido Uteis na avaliacdo da resposta imune do hospedeiro com
a finalidade de esclarecimento do diagndstico clinico, e em inquéritos soroepidemiol6gicos
por apresentarem elevada sensibilidade em relacdo aos metodos parasitoldgicos. As principais
técnicas utilizadas sdo: reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) direcionados para a
pesquisa de diferentes classes de anticorpos, com variacdes nas preparacdes antigénicas;

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), utilizando como antigeno diferentes extratos
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de larvas filaridides, homélogas ou heter6logas, ou deteccdo de coproantigeno nas fezes e
Immunoblotting, considerado altamente sensivel e especifico no reconhecimento de fragcdes
protéicas imunodominantes de Strongyloides por anticorpos no soro de pacientes infectados
(COSTA-CRUZ et al., 1997; SUDRE et al., 2006; RODRIGUES et al., 2007; VAN DOORN
et al., 2007; RIGO et al, 2008; MOTA-FERREIRA et al., 2009; BON et al., 2010;
FELICIANO et al., 2010). Estes métodos imunolégicos também sdo vantajosos no
monitoramento de pacientes submetidos a tratamento anti-helmintico (BIGGS et al., 2009).

O teste ELISA é considerado superior aos outros testes sorologicos no que diz respeito
a praticidade, seguranga e disponibilidade de reagentes. Além disso, a sensibilidade do teste
na deteccdo da estrongiloidiase humana varia entre 85% a 95% e a especificidade pode chegar
a 90% (SCHAFFEL et al., 2001; KOOSHA; FESHARAKI; ROKNI, 2004; VAN DOORN et
al., 2007, MOTA-FERREIRA et al., 2009).

Muitos pesquisadores vém utilizando, no imunodiagnostico da estrongiloidiase,
antigenos produzidos a partir de outras espécies de Strongyloides, principalmente, S. ratti e S.
venezuelensis. Estes antigenos heterélogos sdo de facil obtencdo, constituem uma fonte segura
de antigenos e ndo representam risco para seus manipuladores por infectarem apenas roedores
(SATO et al., 1995b; COSTA-CRUZ et al., 1997; RODRIGUES et al., 2007; MACHADO et
al., 2008b, FELICIANO et al., 2010; GONZAGA et al., 2011, GONCALVES et al., 2012).
Por pertencerem ao mesmo género o desenvolvimento e transmissdo destes parasitos sao
similares, 0 que permite seu uso em modelos experimentais roedores para estudo da doenca.

A composicdo antigénica de S. ratti e S. venezuelensis foi comparada com a de S.
stercoralis e estudos mostraram que a sensibilidade e a especificidade ndo tém diferenca
estatistica significante, compartilham epitopos em quantidade suficiente para utilizacdo
diagndstica. O que confere seguranca e preferéncia ao uso destas espécies como fontes de
antigenos no imunodiagnostico da estrongiloidiase humana (COSTA-CRUZ et al., 1997,
MACHADO et al., 2003, 2008b). Estudos utilizando antigenos heterdlogos a S. stercoralis
tem auxiliado, aléem da padronizacdo de novas técnicas de imunodiagnostico, também nas
pesquisas referentes a biologia molecular, terapéutica e aspectos da interacdo parasito-
hospedeiro: ecologia, patologia e imunologia (NORTHERN et al., 1989; ABE et al., 1998;
FERNANDES et al., 2008; GONCALVES et al., 2008; RODRIGUES et al., 2009, CHIUSO-
MINICUCCI et al., 2010; COSTA-CRUZ, 2011; MACHADO et al., 2011).

Normalmente, as preparacdes antigénicas sdo resultantes de extragdo de antigenos
soluveis totais em solucdo salina e tém sido utilizadas em técnicas soroldgicas padronizadas.

Entretanto, essas preparacbes ndo possuem adequada especificidade, pois pode ocorrer
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reatividade cruzada com outros parasitos, atribuida a complexidade antigénica dos helmintos.
Uma das principais limitacdes encontradas no desenvolvimento de testes sorolégicos mais
sensiveis e especificos € a dificuldade em se obter quantidades suficientes de antigenos que
permitam seu posterior fracionamento e analise (SIDDIQUI; BERK, 2001; RODRIGUES et
al., 2007). Dessa forma, a caracterizacdo e identificacdo de antigenos Strongyloides-
especificos se fazem necessdrias para o0 incremento da especificidade dos testes,
especialmente, nos mais utilizados como ELISA e Immunoblotting (NORTHERN; GROVE,
1987; LINDO et al., 1994).

A técnica de biologia molecular desenvolvida até hoje para diagndstico da
estrongiloidiase é a polymerase chain reaction - PCR (Reagdo em cadeia da polimerase).
Essa técnica tem sido desenvolvida para uma ampla variedade de funcdes, e no diagndstico
da estrongiloidiase tem sido aplicada para deteccdo do DNA das formas parasitarias em
fezes pela tecnica de PCR em tempo real. Essa técnica vem demonstrando uma alta
sensibilidade quando comparada aos metodos parasitoldgicos classicos utilizando amostras
de pacientes com baixa carga parasitaria (VERWELJ et al., 2009; ARNDT et al., 2013), no
entanto é uma tecnologia com um custo elevado devido ao pre¢co dos equipamento, 0 que
impede que muitos laboratorios estejam equipados com esta tecnologia (ESPY et al.,
2006).

Novas e promissoras técnicas tais como métodos soroldgicos baseados na utilizagédo
de antigenos recombinantes e técnicas de biologia molecular sdo alvos de estudo em
muitos centros de referéncia. Antigenos recombinantes produzidos a partir de DNA
complementar de bibliotecas formadas a partir de larvas filaridides de S. stercoralis tem
sido obtidos, mostrando reatividade semelhante ou superior aos antigenos somaticos das
larvas. Alguns peptideos recombinantes ricos em prolina, tem mostrado alta especificidade,
sendo reconhecidos por anticorpos 1gG4 e IgE, sem reagdo cruzada com outros helmintos
(RAMACHANDRAN et al., 1998).

O desenvolvimento da biologia molecular permitiu o uso de antigeno recombinante de
larva filaridide em reacdo imunoenzimatica (RAVI et al., 2002) e padronizacdo de reagdes
PCR para deteccdo de material genético de Strongyloides (VERWELJ et al., 2009; KRAMME
et al., 2011) ou de murino (MARRA et al., 2010). Ensaios para deteccdo de coproantigeno
utilizando anticorpos policlonais contra coproantigeno de amostras fecais humanas, adultos de
S. stercoralis (EL-BADRY, 2009) ou L3 de S. venezuelensis (GONCALVES et al., 2010)

foram padronizados. Autores revelaram sorodiagnéstico da estrongiloidiase humana com
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excelente sensibilidade e especificidade utilizando um antigeno recombinante de 31kDa
denominado NIE, em um sistema de imunoprecipitagdo da luciferase. No entanto a producéo
deste antigeno recombinante requer laboratorios mais equipados, e com isso sua producédo
envolve custos elevados (RAMANATHAN et al., 2008; KROLEWIECKI et al., 2010).
Atualmente, pesquisas tém buscado diferencas na expressdo génica entre estagios
larvares, o que permitiria um melhor entendimento da biologia de Strongyloides (SUDRE et
al., 2007). As espécies do género Strongyloides ainda ndo estdo bem caracterizadas a nivel
molecular e novas técnicas moleculares podem definir epitopos que por sua vez podem ser
utilizados para deteccdo de anticorpos presentes em individuos acometidos por
estrongiloidiase (MARCILLA et al., 2010). Diante da importancia e da necessidade de um
diagnostico preciso e sensivel, € de grande importancia a utilizacdo de técnicas que
minimizem os problemas relacionados a especificidade e sensibilidade dos diagndsticos

existentes.

1.6. Tecnologia de exposi¢cdo de biomoléculas em fagos (Phage display) e selecéo

(Biopanning) de peptideos recombinantes

Phage display é uma técnica eficiente para identificar peptideos ou proteinas que se
ligam a outras moléculas com diversas finalidades, como mapeamento de epitopos
reconhecidos por anticorpos. A tecnologia é baseada no principio de que polipeptideos podem
ser expressos na superficie de fagos filamentosos pela insercdo de um segmento de DNA
codificante no genoma dos mesmos, de modo que o peptideo ou proteina expressa fica
exposta na superficie do fago fusionado a uma proteina endogena. Bibliotecas de peptideos
geradas por Phage display sdo extensivamente aplicadas na descoberta de uma grande
variedade de polipeptideos incluindo anticorpos, receptores e enzimas (RADER; BARBAS,
1997; HAARD; HENDERIKX; HOOGENBOOM, 1998; BARBAS et al., 2001; IRVING;
PAN; SCOTT, 2001; WILSON; WALKER, 2002; LIU et al., 2004; HUTCHINSON et al.,
2004; ANDRE et al., 2005; LANG et al., 2006; RIBEIRO et al., 2010; MANHANI et al.,
2011; VAN NIEUWENHOVE et al., 2012). E uma tecnologia vantajosa uma vez que
possibilita a producdo de proteinas sollveis, apresenta baixo custo, facil manuseio e rapidez
além de apresentar conexdo direta entre o fenotipo e o gendtipo encapsulado, o que possibilita
uma evolucéo clonal de ligantes selecionados (ADDA et al., 2002).

A tecnologia Phage display foi descrita inicialmente por Smith (1985) e tem provado

ser uma técnica eficiente na obtencdo de bibliotecas contendo milh6es ou até mesmo bilhdes
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de diferentes peptideos ou proteinas (BENHAR, 2001). A metodologia de bibliotecas mais
amplamente utilizada é baseada no uso de fago filamentoso M13, um bacteriéfago que infecta
a bactéria Escherichia coli (BENHAR, 2001; SERGEEVA et al., 2006).

‘\\0"

&

Figura 1. Estrutura de fago filamentoso. Visualiza-se um peptideo (filamento preto)

fusionado na proteina PIIl (amarelo), as outras proteinas constitutivas do fago sdo: pVI (rosa),
pVII (vermelho), pIX (verde) e pVIII (azul). Adaptado de Smothers; Henikoff; Carter (2002)

Os fagos filamentosos (linhagens M13, f1, fd, entre outros) pertencem a familia
Inoviridae de bacteriofagos e possuem como material genético DNA de fita simples. A
particula viral, € composta pelo genoma viral e por cinco proteinas estruturais, no capsidio do
fago: as proteinas p 111, p VI, p VIII, p VIl e p IX. A plll esta relacionada com a infectividade
do fago, a infeccéo € iniciada pelo acoplamento da plll do fago ao pilus F de uma E. coli do
género masculino. Uma das vantagens é que fagos filamentosos ndo geram uma infeccédo

litica em E. coli, mas preferencialmente induz um estado na qual a bactéria infectada produz e
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secreta particulas de fago sem sofrer lise (BRIGIDO; MARANHAO 2002; HEMMINGA et
al., 2010).

Na biblioteca de fagos filamentosos, um grande nimero de proteinas relevantes pode ser
selecionada e separada. Para isso, dois passos sdo essenciais: 0 biopanning (selecdo por
afinidade) e o chamado screening (triagem) (BARBAS et al., 2001; KRETZSCHMAR; VON
RUDEM, 2002). No processo de panning, a biblioteca de fagos produzida é incubada com o
alvo de escolha, para que ocorra a interacdo com este. Em seguida, uma série de lavagens é
procedida para remover os fagos ndo aderidos, ou seja, aqueles que ndo codificaram a
sequéncia alvo desejada, sem que haja interferéncia na interacdo fago-alvo. Logo apds, 0s
fagos selecionados (ligantes) podem ser obtidos, com o uso de condi¢des que desfavorecam a
ligacdo destes com a molécula alvo. A aplicacdo de gradientes de pH, reacdes proteoliticas e
eluicbes competitivas podem ser realizadas sem que haja, no entanto, um comprometimento
da infectividade do fago (BENHAR, 2001; BRIGIDO; MARANHAO, 2002,
KRETZSCHMAR; VON RUDEM, 2002). Os fagos recuperados sdo entdo amplificados por
infeccdes seqlienciais em bactérias, sendo realizadas novas etapas de biopanning (de trés a
cinco, em média). No final é gerado um misto policlonal, porém enriquecido com ligantes
antigeno-especificos. (BARBAS et al., 2001; KRETZSCHMAR; VON RUDEM, 2002).

A vantagem dessa tecnologia esta na ligacdo direta que existe entre o fendtipo
experimental e o gen6tipo encapsulado, mostrando a evolucdo dos ligantes selecionados até
moléculas otimizadas, além da facilidade em mapear grande namero de clones
simultaneamente (AZZAY; HIGHSMITH, 2002). Esta metodologia tem se mostrado util ndo
apenas para 0 mapeamento de interacGes proteina-proteina, mas também na identificacdo de
moléculas alvo importantes para o desenvolvimento de vacinas, drogas, e ferramentas
diagndsticas contra parasitos como Plasmodium sp., causador de maléria; Brugia malayi,
causadora de filariose linfatica e Taenia solium relacionada a neurocisticercose humana
(GNANASEKAR et al., 2008; LANZILLOTTI; COETZER, 2008; RIBEIRO et al., 2010;
MANHANI et al., 2011).

Uma vez selecionados, estes peptideos de interesse podem ser sintetizados em escalas
variadas, e em seguida podem ser utilizados em ensaios fisioldgicos, quimicos, ou
imunologicos; e podem ainda ser empregados na obtencdo de biossensores e utilizados como
alvo para selecdo e producdo de anticorpos recombinantes auxiliando dessa forma no
imunodiagndstico de diferentes doencas infecciosas (MACHADO et al., 2004; RIBEIRO et
al., 2010).
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2. OBJETIVOS

2.1.

v

2.2.

Objetivos gerais:

Selecionar por Phage display peptideos miméticos ligantes as imunoglobulinas G de
pacientes com estrongiloidiase, a serem utilizados como ferramenta diagndstica para

estrongiloidiase humana.

Objetivos especificos:

Utilizar a tecnologia de Phage display na selecdo de peptideos com afinidade aos

anticorpos 1gG de pacientes acometidos pela estrongiloidiase;

Caracterizar os peptideos expressos nos fagos selecionados, por sequenciamento e
bioinformatica, determinando 0s antigenos potenciais no diagnostico da

estrongiloidiase humana;

Avaliar o potencial diagndstico dos clones de fagos selecionados por meio do
método imunoenzimatico ELISA frente a anticorpos IgG presentes no soro de um

painel diferente de pacientes com estrongiloidiase;

Proceder a sintese quimica dos peptideos expressos na superficie dos clones que

apresentaram melhor potencial diagndstico;

Avaliar a imunorreatividade dos peptideos sintéticos frente aos anticorpos (IgG) de

pacientes com estrongiloidiase, pelo teste ELISA .
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3. MATERIAL E METODOS

3.1.  Aspectos éticos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa de Seres Humanos
(CEP/UFU) (n®553/2009) da Universidade Federal de Uberlandia.

A cepa de S. venezuelensis utilizada para producdo de extrato salino total € mantida em
ratos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus) no Centro de Bioterismo e Experimentacdo em
Animais (CBEA) da Universidade Federal de Uberlandia, sob responsabilidade da Profa. Dra.
Julia Maria Costa Cruz e sob aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa em Animais/UFU
(CEUA/UFU) - protocolo de N° 075/2008.

As amostras de soro utilizadas neste estudo estavam armazenadas no Banco de
Amostras Bioldgicas do Laboratério de Diagnoéstico de Parasitoses da Universidade Federal
de Uberlandia, sob aprovacgio pelo Comité de Etica em Pesquisa/UFU (CEP/UFU), sob o
protocolo de N° 041/2008. Consistem de amostras de soro de pacientes com diagndstico
confirmado para estrongiloidiase humana e outras parasitoses, que foram obtidas por meio da
aliquota que seria desprezada, ap0s os exames de rotina, pelo Laboratério de Analises
Clinicas do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia, Minas Gerais (HC-
UFU).

3.2. Local de realizacéo

Todos os procedimentos experimentais, exceto a sintese quimica de peptideos, foram
realizados nos Laboratérios de Nanobiotecnologia do Instituto de Genética e Bioquimica e no

Laboratério de Diagnostico de Parasitoses, da Universidade Federal de Uberlandia.
3.3. Normas de biosseguranca
Os procedimentos de colheita e manuseio dos materiais biologicos e reagentes, bem

como a utilizacdo dos equipamentos, foram cumpridos de acordo com as normas de

biosseguranca descrita por Chaves-Borges e Mineo (1997).



30
MATERIAL E METODOS

3.4. Amostras de soro humano

Foram utilizadas 120 amostras de soro submetidas a testes ELISA para validagdo dos
clones de fagos selecionados e dos peptideos sintéticos produzidos, em relacdo a sua
reatividade com os anticorpos IgG anti-Stercoralis Estas amostras foram distribuidas em 3

grupos:

- Grupo 1: 40 amostras de soro de pacientes com diagnostico parasitolégico

positivo para S. stercoralis;

- Grupo 2: 40 amostras de soro de pacientes infectados por outros parasitos, sendo:
Ascaris lumbricoides (7), Enterobius vermicularis (5), Schistosoma mansoni (3),
Hymenolepis nana (7), Taenia sp. (5), Giardia lamblia (3), Trichuris trichiura

(n=2) e Ancilostomideos (8);

- Grupo 3: 40 amostras de soro de individuos aparentemente saudaveis, baseado
em sua historia clinica e sem evidéncias de contato prévio com S. stercoralis, e que

apresentaram diagnostico parasitologico de fezes negativo para qualquer parasito.

Para a purificagdo de imunoglobulinas IgG utilizadas no processo de Biopanning foi
utilizado um novo painel de amostras de soro, diferente das amostras utilizadas nos testes de
validacdo. Este novo painel foi constituido por 18 amostras, destinadas a preparacdo dos pools
de soros: 6 amostras de soro de pacientes com diagnostico parasitologico positivo para S.
stercoralis (Grupo 1); 6 de pacientes infectados por outros parasitos (Grupo 2) e 6 de

individuos aparentemente saudaveis (Grupo 3).

Todas as amostras de soro foram provenientes de individuos submetidos a exames
parasitologico de fezes, realizados com trés amostras de cada individuo, pelo método de
Baermann-Moraes (BAERMANN, 1917; MORAES, 1948) e 0 método de Lutz (1919); e
submetidos a diagnostico sorologico para deteccdo de 1gG especifica utilizando antigeno

homologo.
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3.5.  Preparacéo do extrato salino total de S. venezuelensis

O extrato total salino foi produzido a partir de aliquotas de 300.000 larvas filarioides
de S. venezuelensis conforme metodologia descrita por Rodrigues et al. (2007), com algumas
modificacdes. As larvas foram descongeladas e ressuspendidas em 1mL de solu¢do tampao
fosfato (PBS 0,15M - NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, Na;HPO4 12 mM, KH,PO,4 1,2 mM, pH
7,4). Foi adicionado 2mM de EGTA, 2 mM de EDTA e 0,3 mg do inibidores de proteases
Complete™ (Boehringer Mannheim, Alemanha). Em seguida, para extracdo antigénica as
larvas foram trituradas no homogeneizador de tecidos (Omnith International, EUA) por 5
ciclos de 5 minutos em banho de gelo e posteriormente foram submetidas a 8 ciclos de 20
segundos de tratamento por ultra-som a 40 kHz (Thorton, Inspec Eletrénica, Sdo Paulo). O
preparado foi incubado sob agitacéo lenta por 18 horas a 4°C e centrifugado a 12400 x g por
30 minutos a 4°C. O sobrenadante foi recuperado e seu contetido protéico foi quantificado
pelo método de Lowry (LOWRY et al., 1951) e estocado a - 20 °C até o momento do uso. O
extrato foi utilizado no ensaio ELISA de competicdo, para verificar se 0s peptideos expressos

na superficie dos bacteriéfagos selecionados mimetizavam proteinas de Strongyloides sp.

3.6. Purificacdo da imunoglobulina G por microesferas magnéticas

Para purificacdo da Imunoglobulina G, foram utilizados poosl de soro (6 amostras de
soro) de cada um dos 3 grupos de pacientes (com estrongiloidiase, outras parasitoses e
aparentemente saudaveis). A purificacdo ocorreu por intermédio de esferas magnéticas (beads
magnéticos) conjugadas com proteina G (Dynalbead Protein G).

Foram colocados em um microtubo 100pul de microesferas magnéticas de proteina G
correspondente a 2 x 10° particulas, que foram lavadas trés vezes com tampdo MES (0,1 M,
pH 5,0) para ativar as microesferas; em seguida, 100ul do pool de soros foi acrescentado, e
incubado sob agitacdo por 30 minutos em temperatura ambiente (TA). As microesferas
adsorvidas com anticorpos foram, entdo lavadas novamente trés vezes com tampdo MES a
fim de retirar os anticorpos nédo ligantes.

Para realizar a ligacdo covalente entre a proteina G presente na microesfera e 0s
anticorpos, o sistema beads-anticorpo foi lavado duas vezes com 1 mL de tampéo
trietanolamina (0,2M pH=8,2) e, ressuspendido em 1mL de tampao de ligag¢do covalente (20mM
de dimetil pimelinidato x 2HCI em tampa&o trietanolamina — 0,2 M, pH 8,2) por 30 minutos sob

agitacdo leve a TA. A neutralizacdo da reacdo da ligacdo covalente foi feita pela incubagdo do
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sistema beads-anticorpos com 1mL de tampéo Tris (50mM pH=7,5) por 15 minutos a temperatura
ambiente. Em seguida, as microesferas foram lavadas com TBS-T 0,1% de tween e incubadas
com a solucdo de bloqueio (5% de BSA em TBS-T 0,05% de tween) overnight a 4°C, e
ressuspendidas em 200ul de TBS. A quantidade de anticorpos obtida foi estimada pelo método
de deteccdo e quantificacdo de proteinas descrito por Jonhstone e Thorpe (1987), onde a

Concentracdo da amostra = Absorbancia a 280 nm X Fator de diluicdo/ 1,36.

3.7. Dot blot para confirmacéao da purificacdo das Imunoglobulinas G

Uma membrana de nitrocelulose foi sensibilizada com 2ul de cada um dos trés pools
de 1gG purificada. A membrana foi incubada a TA, até secagem do material, lavada trés vezes
por 5 minutos cada com solucdo tamponada de Tris (TBS, Tris-HCI 50mM pH 7,5, NaCl
150mM) acrescido de 0,1% de Tween 20 (TBS-T 0,1%). Apos as lavagens, a membrana foi
blogueada por 1 hora a TA com 1 ml de tampéo de bloqueio TBS-TM 5% (TBS-T 0,1%
acrescido de 5% de leite em pd desnatado) e lavada mais trés vezes como anteriormente. Em
seguida, foi adicionado o anticorpo secundario anti-lgG humana conjugado com fosfatase
alcalina (Sigma Chemical) na diluicdo 1:2000, preparada em tampdao de blogueio e incubada
por mais 1h a TA. A reacdo foi revelada com o substrato NBT/BCIP (Nitroazul de tetrozolio/
5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato - Sigma). O teste possuiu um controle positivo (pool de

soro de pacientes com estrongiloidiase) e um negativo (BSA 5%).

3.8. Selecdo dos Peptideos por Phage display

3.8.1. Biopanning

Foram utilizadas 10pL (1 x10™ particulas virais) de uma biblioteca randémica de
peptideos fusionados em fagos (Ph.D.-C7C da New England BioLabs®Inc.), diluida em 190l
de TBS-T 0,1% para a selecdo de ligantes de 1gG de pacientes com estrongiloidiase. A
biblioteca é composta de sete aminoacidos randdémicos expressos na regido da plll do
bacteriéfago, os quais sdo flanqueados por um par de residuos de cisteina, que quando
oxidados durante a montagem do fago formam uma ligacdo dissulfeto. Inicialmente foi
realizado uma selecdo negativa utilizando como alvo 1gGs purificadas de pacientes com

outras parasitoses e pacientes saudaveis, com o intuito de eliminar os fagos que expressavam
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peptideos inespecificos, e em seguida foi realizada a selecdo positiva, contra IgGs de
pacientes com estrongiloidiase, ou seja, contra IgG anti-Strongyloides.

A selecdo foi realizada com 20ul das microesferas de proteina G acopladas as 1gGs
purificadas dos diferentes grupos, tanto nas selecGes negativas quanto nas positivas. Para a
selecdo negativa a biblioteca de Phage display foi incubada, por 30 minutos a TA, com as
microesferas acopladas com IgGs do grupo de pacientes com outras parasitoses, em seguida,
as microesferas foram precipitadas por centrifugacdo e o sobrenadante (contendo os fagos ndo
ligantes) foi transferido a outro tubo contendo microesferas acopladas com IgGs de pacientes
aparentemente saudaveis. O material foi incubado nas mesmas condi¢Ges da selecdo anterior e
o sobrenadante livre de fagos ligantes aos alvos inespecificos foi recuperado.

Para a selecdo positiva, 0 sobrenadante de fagos desta Gltima selecdo foi transferido
para um tubo contendo microesferas acopladas com 1gGs de pacientes com estrongiloidiase e
incubado por 30 minutos a TA. As microesferas contendo o sistema beads-anticorpo,
acopladas com IgGs de pacientes com estrongiloidiase mais o fago foram lavadas 10 vezes
com TBS-T 0,1%, a fim de descartar os fagos ndo ligantes. Os fagos selecionados, que
mostraram afinidade as 1gGs de pacientes com estrongiloidiase foram eluidos com 500ul de
glicina pH 2,0 e neutralizados com 75uL de Tris pH 9. O eluato foi transferido para um
microtubo e mantido sob refrigeracdo até ser utilizado na préxima etapa (titulacdo e
amplificacdo dos fagos).

Apos a selecdo, a amplificacdo dos fagos foi realizada pela inoculacdo no meio Luria
Bertani (LB- Triptona 10g/L, extrato de levedura 5g/L, NaCl 10g/L), contendo tetraciclina,
com uma col6nia isolada de E. coli da linhagem ER2738. O meio foi incubado sob agitacdo
a 37°C até a fase early-log (densidade éptica-DO 600 ~ 0,3). Ao atingir esta fase, a cultura
bacteriana foi inoculada com 500ul do eluato do fago selecionado pelas microesferas
acopladas a 1gGs de pacientes com estrongiloidiase e incubado a 37°C por 4-5 horas, sob forte
agitacéo.

Em seguida, a cultura foi centrifugada a 4°C a 10000 rpm por 10 minutos e o
sobrenadante foi transferido para um tubo esterilizado contendo uma solucédo de PEG/NaCl
(20% de Polietilenoglicol 8000 e 2,5 M de NaCl — solucéo estéril) na quantidade de 1/6 do
volume do sobrenadante. A solucédo foi incubada por 12-16 horas a 4°C para a precipitagdo do
fago e posteriormente, centrifugada a 10000 rpm por 15 minutos a 4°C para descartar o
sobrenadante. O precipitado foi, entdo, suspendido em 1 mL de TBS e precipitado novamente
com 1/6 do volume de PEG/NaCl, por 1 hora no gelo. Centrifugou-se a 14000 rpm por 10

minutos a 4°C e o sobrenadante foi descartado. O precipitado foi ressuspendido em 200ul de
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TBS a 0,02% de NaNsj, obtendo-se entdo o eluato amplificado, posteriormente titulado e
armazenado a 4°C. Este eluato amplificado resultante do primeiro ciclo de selecdo foi
submetido a um segundo ciclo, e assim subsequentemente por um total de 3 ciclos de selecéo.
No terceiro aumentou-se a estringéncia do tampéo de lavagem de 0,1% para 0,5%, utilizando-
se entdo 0,5% de Tween 20 em todas as lavagens. Em todos os trés ciclos de selecdo foi
realizada a selecdo negativa, utilizando 1gGs do grupo de pacientes aparentemente saudaveis e
IgGs de pacientes acometidos por outros parasitos, sendo os fagos ligantes especificos,
recuperados na selecdo positiva apOs a incubacdo com IgGs de pacientes com
estrongiloidiase. Desta forma, os fagos selecionados, considerados especificos para as
moléculas comuns entre pacientes sadios ou ndo, e ndo especificos para a doenca em questao
foram desprezados, e apenas 0s especificos para estrongiloidiase foram recuperados apds

eluicdo na selecdo positiva. O procedimento esti esquematizado na figura 2.
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Figura 2. Ciclo de Biopanning para selecdo de fagos por afinidade a anticorpos 1gG-anti
Strongyloides. A biblioteca de fagos M13 foi incubada com 20uL IgG’s acopladas aos beads
dos pacientes do Grupo 2 (outras parasitoses) por 30 minutos; em seguida o sobrenadante
com os fagos livres foram recuperados e incubados por 30 minutos com as IgG’s de
individuos do Grupo 3 (saudaveis). Posteriormente o sobrenadante com os fagos livres ndo
ligantes as IgG’s inespecificas foi recuperado e incubado com o alvo especifico, ou seja,
IgG’s de pacientes do Grupo 1 (com estrongiloidiase). O sobrenadante foi descartado e o
sistema beads-anticorpo mais fagos foi lavado com TBS-T 0,1% para eliminagdo dos fagos
ndo ligantes e os fagos selecionados foram eluidos com glicina, titulados, e amplificados pela
infeccdo de bactérias E. coli (2738), precipitados e submetidos a novo ciclo de selecdo com
intuito de aumentar a afinidade de ligacao ao alvo especifico.
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3.8.2. Titulacgdes

O procedimento de titulacdo foi utilizado para determinar a quantidade de particulas
virais durante a entrada e saida de cada ciclo do Biopanning. A solucdo de fagos foi
submetida a diluicdes seriadas crescentes exponenciais sob 1og10 em meio LB. Para eluatos
ndo amplificados de cada ciclo foram utilizadas as dilui¢des de 10 até 10™ e no caso das
solugdes com eluatos amplificados a faixa de diluicdo utilizada foi entre 102 até 10™. Para
cada diluicdo, acrescentou-se 200uL da cultura de ER2738 na fase early log (DO 600nm ~
0,3) e a solucdo foi agitada rapidamente e incubada por 5 minutos a TA. As células
bacterianas, agora infectadas, foram transferidas para tubos de cultura contendo 3mL de
Agarose Top (210mg de Agarose, 600mg de LB, 30mg MgCl,) a 45°C e espalhadas sobre
uma placa de Petri contendo meio LB sélido, com IPTG/Xgal e tetracilina. As placas foram
incubadas a 37°C, durante 16 horas e ap0s este periodo, as colénias azuis que se formaram
nas placas foram contadas e quantificadas. A coloragdo azul das colbnias confirmaram a

quebra do substrato X-gal e a expressdo do gene da B-galactosidase pelo fago.

3.9. Extrac&o de DNA dos clones de Fagos

As col6nias azuis oriundas das placas tituladas do ultimo ciclo do biopanning, foram
coletadas de forma randémica e transferidas para pogos de placas de cultura (tipo deepwell),
contendo 1,2mL de cultura de ER2738 em fase early-log (DO 600 ~ 0,3), para serem re-
amplificadas separadamente e depois submetidas ao processo de extracdo do DNA dos fagos.
A placa foi, entdo incubada a 37°C, por 24 horas, sob agitacdo (250 rpm). Em seguida, a fim
de isolar os fagos das bactérias, as placas foram centrifugadas a 3700 rpm, a 20°C, durante 30
minutos. Entdo, 800uL do sobrenadante foram transferidos para outra placa e incubados, por
10 minutos, com 350uL de PEG/NaCl. Apds o periodo de incubacgado, a placa foi centrifugada
a 3700 rpm, a 20°C, durante 40 minutos para precipitacdo dos fagos; o sobrenadante foi
descartado e 100uL. de Tampao iodeto (10mM de Tris-HCI pH 8,0, 1ImM de EDTA e 4M de
Nal) foram adicionados aos fagos precipitados. As placas foram agitadas vigorosamente por
40 segundos e 250uL de etanol absoluto foi acrescentado. Apds uma incubacdo por 10
minutos, a TA, as placas foram centrifugadas (3700 rpm, 20°C, 10 minutos) e o sobrenadante
descartado. O DNA dos fagos foi lavado com 500uL de etanol a 70% e centrifugado

novamente nas mesmas condigdes. Finalmente, o DNA precipitado remanescente foi diluido
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em 20ul de agua Milli-Q. A qualidade do DNA fita simples foi verificada pela corrida

eletroforética em gel de agarose 0,8% corado com solucdo de brometo de etideo.

3.10. Sequenciamento de DNA dos peptideos expressos na superficie dos Fagos

Na reacdo de sequenciamento, foram utilizados 500ng de DNA molde, 5pmol do
primer -96 gIII (5’-OH CCC TCA TAG TTA GCG TAA CG-3’ - Biolabs) e Premix
(DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Kit. — Amersham Biosciences). A reacao de 35 ciclos
foi realizada em um termociclador de placas (MasterCycler-Eppendorf) nas seguintes
condicOes: Desnaturacdo (a 95°C por 20 segundos); anelamento do primer (50°C por 15
segundos) e extensdo (a 60°C por um minuto). A precipitacdo do DNA sequenciado foi feito
com luL de Acetato de Amoénio e 27,5ul de Etanol. Posteriormente, a placa foi centrifugada
por 45 minutos, a 3700 rpm e o sobrenadante descartado. Adicionou-se 150uL de Etanol 70%
ao DNA precipitado e centrifugou-se por 15 minutos, a 3700 rpm. A solucdo de Etanol foi
descartada, a placa permaneceu invertida sobre um papel toalha e nesta posic¢éo foi pulsada a
800 rpm, durante um segundo. A placa foi coberta por papel aluminio e permaneceu em
repouso durante 5 minutos para evaporar 0 etanol remanescente. Os precipitados resultantes
foram ressuspendidos em 10uL do tampéo de diluicdo (DYEnamic ET Dye Terminator Cycle
Kit. — Amersham Biosciences). A reacdo de sequenciamento foi realizada no sequenciador

automatico MegaBace 1000 (Amersham Biosciences).

3.11. Analise de Bioinformética

Os peptideos selecionados em um biopanning correspondem a um pequeno fragmento
de uma proteina maior que tem um papel especifico em um processo biol6gico complexo. A
simples selecdo de um peptideo marcador para estrongiloidiase humana ndo fornece
informacéo a respeito deste processo biologico. Estratégias de bioinformatica podem fornecer
informacBes complementares sobre possiveis proteinas relacionadas com os peptideos
selecionados. Andlises de bioinformatica podem indicar possiveis alvos relacionados aos
peptideos e com estes alvos compreender o processo bioldgico ao qual os peptideos pudessem
estar relacionados.

Para a identificacdo dos peptideos selecionados, primeiramente, as sequéncias de

nucleotideos codificadoras dos peptideos foram identificadas, através da analise das
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sequéncias de DNA, utilizando a ferramenta translate do programa Expasy disponivel em
http://www.expasy.org. Depois de identificados, os peptideos foram analisados em relagéo as
homologias entre os mesmos, utilizando o programa CLUSTAL W versio 2.1
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). Este programa inclui ainda na analise, o
pareamento entre os peptideos selecionados e formulacdo dos motivos (sequéncias consenso).

As sequéncias dos nucleotideos referentes aos clones sequenciados foram analisadas
quanto a sua similaridade com outras sequéncias de proteinas de S. stercoralis ja registradas
em bancos de dados através do programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool),
disponivel em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast. Este programa busca similaridades entre
sequéncias é designado para comparar alinhar as sequéncias a serem investigadas com todas
as depositadas nos bancos de dados de acidos nucléicos e proteinas). Dentro do Blast a busca

foi realizada no “Protein blast” e restrita ao parasito do género S. stercoralis.

3.12. Amplificacdo dos clones de fagos que apresentaram similaridade com

proteinas de S. stercoralis

Os clones que de acordo com analises de bioinformatica apresentaram similaridade
com proteinas de S. stercoralis, foram novamente amplificados para serem testados em ensaio
de pré-validacdo por ELISA, a fim de identificar clones mais relevantes, ou seja, que
apresentem maior reatividade as IgGs de pacientes acometidos por estrongiloidiase.

De uma placa de backup previamente estocada, 5SuL de cada um dos clones foram
transferidos para pogos de placas de cultura (tipo deepwell), contendo 1,2mL de cultura de
ER2738 em meio Luria Bertani (LB- Triptona 10g/L, extrato de levedura 5g/L, NaCl 10g/L),
em fase early-log (DO 600 ~ 0,3) contendo tetraciclina. A placa foi vedada com um adesivo
perfurado e incubada a 37°C, por 18h, sob vigorosa agitacdo (250 rpm). As placas foram
centrifugadas a 4000 rpm, a 10°C, durante 10 minutos, e o sobrenadante contendo os clones

de fagos reamplificados foram recuperados e utilizados no ensaio de pré-validacao.

3.13. Pré-validacdo por Phage-ELISA dos clones selecionados

Os nove clones amplificados como citado acima, foram submetidos ao ensaio ELISA
com o intuito de realizar um rastreamento prévio quanto a reatividade dos peptideos expressos
nos fagos selecionados com os anticorpos IgGs presentes em pool de soro de pacientes dos

trés grupos de estudo.


http://www.expasy.org/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast
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Uma placa de microtitulagdo foi sensibilizada com 1pg/poco de anticorpo anti-M13
(GE Healthcare) sem marcacao, diluido em tampéo carbonato (50mM pH 9,6) e incubada por
18h a 4°C. Apos a sensibilizacdo, descartou-se o sobrenadante, e a mesma foi bloqueada com
tampéo de bloqueio PBS-TM 5% (PBS acrescido de 0,05% de Tween 20, suplementado com
5% de leite em po6 desnatado) por 1 hora a 37°C. Em seguida, lavou-se a placa uma vez com
PBS-T e adicionou 100pL do sobrenadante de cada fago/po¢o obtida no item anterior e de
cultura de fago selvagem (fago que ndo expressa nenhuma proteina exdgena) para controle
das reacgdes, e incubou por 1 hora a 37°C. Lavou-se, novamente, duas vezes com PBS-T a
0,05%, e os clones foram incubados por 1 hora a 37°C com pool de soro de pacientes de cada
grupo de estudo (G1, G2 e G3), na proporcao de 1:80, diluido em tampéo de bloqueio. Lavou-
se a placa trés vezes com PBS-T e, posteriormente, incubou com anti-lgG humana conjugado
com peroxidase (Sigma) diluido a 1:2000 em tampéo de bloqueio PBS-TM, durante 1 hora a
37°C. A placa foi lavada novamente, trés vezes com PBS-T a 0,05% e a ligacdo
antigeno/anticorpo foi detectada, pela revelacdo da reacdo utilizando-se o substrato
cromogénico OPD (O-Phenylenediamine dihydrochloroide — Sigma), no volume final de 50
WL de tampé&o apropriado contendo H,0, e interrompida pela adi¢do de 2pL de H,SO4 2 N. A
leitura da absorbancia foi feita em leitor de placas (Tp Reader, Thermoplate), com filtro de
492 nm.

3.14. Amplificacdo dos clones de fagos considerados mais relevantes no ensaio

de pré-validacéo

Do ensaio realizado no item anterior, foram selecionados cinco clones de fagos
considerados mais reativos, os quais foram novamente amplificados com o intuito de se obter
volume de fagos suficientes a serem utilizados nos ensaios ELISA (Phage-ELISA). Foram
transferidos 20uL de cada um dos clones relevantes, previamente estocados em placa de
backup, para erlemeyer contendo 100 mL de cultura de ER2738 em fase early-log (DO 600 ~
0,3) e tetraciclina. Posteriormente, cada cultura foi incubada a 37°C, por 18h, sob vigorosa
agitacéo (250 rpm) e centrifugada a 4000 rpm, a 4°C, durante 10 minutos. Ao sobrenadante
contendo os clones de fagos re-amplificados foi adicionado PEG/NaCl (20% de
Polietilenoglicol 8000 e 2,5 M de NaCl — solucéo estéril) na quantidade de 1/6 do volume do
sobrenadante, incubado em repouso a 4°C por 18h, e posteriormente centrifugado por 15

minutos a 10.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e o pellet contendo os fagos foi
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ressuspendido em 100uL de TBS, foram quantificados em espectofotdbmetro e estocados a
4°C, ateé o uso nos testes ELISA.

3.15. Phage-ELISA para estudo da imunorreatividade e validacédo dos clones de

fagos selecionados

Os cinco clones foram submetidos ao teste ELISA para confirmar a sua reatividade
com anticorpos 1gG anti-Strongyloides, presentes em amostras de soro de pacientes com
estrongiloidiase. Experimentos preliminares foram realizados com o objetivo de analisar as
condi¢cdes Otimas para o Phage-ELISA (concentragdo de antigeno - fagos, condicdo de
blogueio da placa, diluicdo ideal de soro e conjugado a serem utilizados).

Placas de microtitulacdo (Maxisorp, NUNC, USA) foram sensibilizadas com cada
clone e fago selvagem a uma concentracio de 1x10%° ufc/poco diluidos em 50uL de tampao
carbonato bicarbonato (pH 9,6) e incubadas por 18h a 4°C. Apds uma lavagem com PBS-T a
0,05% foi adicionado 200 pL de tampéo de bloqueio PBS-TM 3% (PBS-T a 0,05% acrescido
com leite em pd desnatado 3%), sendo a placa incubada por mais 1 hora a 37°C, e em seguida
lavada 3 vezes. As amostras de soro (G1 — 40 soros de pacientes positivos para
estrongiloidiase; G2 — 40 soros de pacientes acometidos por outras parasitoses e G3 — 40
soros de pacientes aparentemente saudaveis) foram adicionadas, sendo diluidas em PBS-TM
3% na diluicdo ideal 1:80, sendo a placa incubada por 1 hora a 37°C. A placa foi lavada mais
6 vezes para adicdo do anticorpo conjugado, anti-lgG humana marcado com peroxidase Fc
specific (Sigma), em PBS-TM 3%, na diluicdo ideal 1:2000 também previamente
determinada, sendo incubada a 37°C por 1 hora. A reacdo foi revelada utilizando-se OPD,
num volume final de 50uL de tamp&o apropriado (citrato trissodico 0,04 mol/l, cido citrico
0,01 mol/l) contendo H,0, 0,33% e interrompida pela adicdo de 25 pL de H,SO4 2N. A
leitura da densidade dptica (DO) de cada amostra foi realizada em leitor de ELISA (Tp
Reader, ThermoPlate) no comprimento de onda de 492 nm.

Todos os clones foram testados em duplicata e para o controle negativo foi testada a
reatividade de cada soro contra o fago selvagem. A densidade dptica final para cada amostra
de soro testando os diferentes clones foi ajustada pela razdo entre a absorbancia de cada clone
e a absorbancia do fago selvagem. Os resultados da reatividade dos soros foram expressos em
indice de reatividade ELISA (IR), onde IR = (DO final de cada amostra/cut-off), sendo o cut-

off para cada clone determinado pelas curvas receiver operating characteristic (ROC) e two-
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graph receiver operating characteristic (TG-ROC) (GREINER; SOHR; GOBEL, 1995). As

amostras com IR>1 foram consideradas positivas.

3.16. Phage-ELISA de competicao

O ensaio ELISA de competicdo utilizando os 5 clones de fagos foi realizado para
verificar a especificidade de ligacdo dos clones as IgGs de pool de soro de pacientes com
estrongiloidiase. Foi realizado nas mesmas condi¢cdes que o Phage-ELISA, descrito no item
anterior, exceto pela pré-incubacdo (37°C por 2h) do pool de soros com diferentes
concentracdes de antigeno total de S. venezuelensis (1; 5; 12,5 e 25 pg/ml).

A leitura da absorbéncia foi feita em leitor de placas (Tp Reader, ThermoPlate) no

comprimento de onda de 492 nm, e os resultados expressos em densidade otica.

3.17. Sintese quimica dos peptideos expressos na superficie dos fagos

selecionados que apresentaram melhores parametros diagnésticos

Uma vez confirmada pelo teste ELISA o potencial diagnostico dos clones de fagos
selecionados, procedeu-se a etapa de sintese dos peptideos, a partir dos 3 clones que
apresentaram melhor eficiéncia diagnostica, ou seja, os mimotopos C9, C10 e D3. A sintese
quimica foi realizada pela empresa Peptide 2.0 (www.peptide2.com), que produziu 0s trés
peptideos sintéticos na forma liofilizada (5 mg), que foi mantido a -20°C até sua utilizacdo
nos testes de validacdo. A massa molecular e a pureza dos peptideos C9, C10 e D3 foram
respectivamente 2231,48 e 90,31%; 2377,67 e 92,97%; 2141,48 e 95,01%. Cada peptideo
sintético foi constituido por dois mimotopos com a insercdo de uma sequéncia espacadora
(GGGS) entre os peptideos conformacionais de sete aminoacidos, sendo na extremidade N-

terminal acoplado ao BSA e a outra regido carboxi-terminal foi realizada amidacéo.

3.18. ELISA para verificacdo da imunogenicidade dos peptideos sintéticos

Os peptideos sintéticos C10 e D3 foram submetidos ao ensaio ELISA para verificar a
reatividade dos mesmos com os anticorpos IgG anti-Strongyloides presentes no soro de
pacientes com estrongiloidiase. O peptideo sintético C9 foi descartado desta analise pois

apresentou problemas na solubilizagdo, inviabilizando seu uso.


http://www.peptide2.com/
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Experimentos preliminares foram realizados com o objetivo de analisar as condigdes
Otimas para 0 ELISA (concentracao de antigeno - peptideo sintético, condi¢do de bloqueio da
placa, diluicdo ideal de soro e conjugado a serem utilizados).

Uma placa de microtitulacdo (Maxisorp, NUNC, USA) foi sensibilizada com
50uL/poco do peptideo sintético C10 ou D3 na concentracdo de 1pg/mL, diluido em tampéo
carbonato 50mM pH 9,6 e incubada por 18h a 4°C. Apo0s a sensibilizacdo, descartou-se o
sobrenadante, e a mesma foi lavada uma vez com PBS puro. As amostras de soro (G1 — 40
soros de pacientes positivos para estrongiloidiase; G2 — 40 soros de pacientes acometidos por
outras parasitoses e G3 — 40 soros de pacientes aparentemente saudaveis) foram adicionadas,
sendo diluidas em PBS-T 0,05%-BSA 5% na dilui¢do ideal 1:160, 50uL/poco, sendo a placa
incubada por 1 hora a 37°C. A placa foi lavada seis vezes para adi¢do do anticorpo conjugado,
anti-lgG humana marcado com peroxidase Fc specific (Sigma), também diluido em PBS-T
0,05%-BSA 5%, na diluicdo ideal 1:2000, sendo incubada a 37°C por 1 hora.

Lavou-se, novamente, seis vezes com PBS-T 0,05% e a ligacdo antigeno/anticorpo foi
detectada, pela revelagdo da reacdo utilizando-se OPD, num volume final de 50puL/pogo de
tampao apropriado contendo H,O, e interrompida pela adicdo de 25uL de H,; SO4 2 N. A
leitura da densidade éptica (DO) de cada amostra foi realizada em leitor de ELISA (Tp
Reader, ThermoPlate) no comprimento de onda de 492 nm.

O ensaio foi realizado em duplicata, os resultados da reatividade dos soros foram
expressos em indice de reatividade ELISA (IR), onde IR = (DO de cada amostra/cut-off),
sendo o cut-off para cada antigeno determinado pelas curvas ROC e TG-ROC (GREINER;
SOHR; GOBEL, 1995). As amostras com IR>1 foram consideradas positivas.

3.19. Analise estatistica dos resultados obtidos no Phage-ELISA e no ELISA de
peptideo

Para analise estatistica foi utilizado o programa GraphPad Prism versdo 5.0 (GraphPad
Prism Software Inc., EUA). Os testes phage-ELISA e ELISA utilizando respectivamente 0s
clones de fagos e os peptideos sintéticos na deteccdo de 1gG especifica em soros dos pacientes
com estrongiloidiase, tendo como controle grupos de pacientes com outras parasitoses e
individuos aparentemente normais, de area endémica foram avaliados. O ponto 6timo (cut-off)
de cada reacdo e os parametros diagnosticos foram determinados pelas curvas ROC e TG-
ROC (GREINER; SOHR; GOBEL, 1995). A curva ROC avalia em conjunto os valores de

sensibilidade e especificidade para obtencdo com precisdo do cut-off da reacdo, fornece
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também indices de eficacia diagnostica representados por valores da area sobre a curva ou
area under ROC curve (AUC), onde valores proximos a 1 indicam um teste informativo;
valores proximos a 0,5 indicam um teste sem informacédo diagnéstica (HANLEY; McNEIL,
1983).

Os resultados da reatividade dos soros foram expressos em indice de reatividade
ELISA (IR). Para os ensaios com fagos o IR de cada amostra foi calculado a partir da seguinte
férmula: IR = [(DO fago testado / DO fago selvagem)/cut-off], onde DO se refere a densidade
Gtica de cada amostra de soro em cada ensaio. Ao utilizar os peptideos como antigenos o IR
foi calculado pela razéo entre DO da amostra e cut-off, ou seja IR = (DO/cut-off). As amostras
com IR>1 foram consideradas positivas. Teste de Friedman (F) com p0s-teste de Dunn foi
aplicado para determinar as diferencas entre 0s grupos para a reatividade dos clones de fagos
ou peptideos.

Os parametros de validacdo diagnostica avaliados foram area sob a curva (area under
ROC curve - AUC), sensibilidade (Se), especificidade (Es), eficiéncia do diagnostico (ED) e
razdes de verossimilhanca (likelihood ratio - LR) positiva (LR+) e negativa (LR-). Esses
valores foram obtidos a partir das tabelas de dados das curvas ROC. AUC foi comparada, entre
os diferentes fagos ou peptideos usados no mesmo painel de amostras de soro, utilizando o
método de Hanley & McNeil (1983). Valores de probabilidade (P) < 0,05 foram considerados
significantes e intervalos de confianca de 95% (IC) foram apresentados para AUC, Se e Es.

A sensibilidade diagnostica corresponde a medida da capacidade do teste em detectar
todos os individuos acometidos por determinada doenca, apresentando a porcentagem de todos
0s pacientes positivos. A especificidade se refere a capacidade do teste em ser negativo quando o
individuo realmente ndo possui a doenca, podendo ser calculado como a porcentagem de
resultados negativos em pacientes sem a doenca. A eficiéncia diagnostica representa a eficiéncia
dos testes, a concordancia global dos resultados verdadeiros positivos e negativos em individuos
com e sem a doenca. Razdo de verossimilhanga ou likelihood ratio (LR) indica qual a
probabilidade de pacientes com estrongiloidiase ter um teste especifico positivo comparado
com pacientes ndo infectados pelo parasito.

A frequéncia de resultados de reatividade cruzada, para cada parasito no grupo de
pacientes acometidos por outras parasitoses, foi descrita. O ensaio de competicdo foi
analisado qualitativamente observando a tendéncia de diminuicdo de absorbancia com o

aumento da concentracdo do antigeno heterélogo de larvas filarioides de S. venezuelensis.
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4. RESULTADOS

4.1. Producéo do extrato salino total de S. venezuelensis

O extrato total salino de S. venezuelensis foi produzido a partir de duas aliquotas de
300.000 larvas filaridides de S. venezuelensis. Foi obtido aproximadamente 2mL de antigeno
na concentragao protéica de 1600ug/mL. O extrato foi armazenado a -20°C até sua utilizacao

no ELISA de competicéo.

4.2.  Purificagdo de imunoglobulinas G por microesferas magnéticas e Dot blot

para confirmacao da purificagdo

A purificacdo dos anticorpos a partir de pool de soros (de pacientes positivos para
estrongiloidiase, infectados por outros parasitos e aparentemente saudaveis) pelas
microesferas magnéticas se mostrou eficiente. A quantidade de anticorpos purificada esta
representada na tabela 1. A figura 3 demonstra a membrana de nitrocelulose contendo as
amostras de imunoglobulinas G dos 3 pools de soros apés a confirmagdo da purificacdo pela

técnica de Dot blot.

Tabela 1. Absorbancia e quantificacdo dos anticorpos obtidos apds purificagcdo por

microesferas magnéticas.

Amostra de soro  Absorbancia (280 nm) Quantifica¢do (mg/mL)
Estrongiloidiase 0,018 1,36
Outros parasitos 0,022 1,78
Individuos saudaveis 0,016 1,19
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O resultado do ensaio Dot blot, confirmou a presenca de 1gGs nos pools de soros, e
mostrou que a purificacdo de 1gG foi bem sucedida. O teste de Dot blot mostrou-se especifico

uma vez que ndo houve qualquer marcacdo no controle BSA 5% (figura 3).

Figura 3 - Membrana de Dot blot das amostras de 1gG purificadas a partir do pool de soros de
pacientes positivos para estrongiloidiase (1), acometidos por outros parasitos (2), individuos
aparentemente saudaveis (3), controle positivo da reagdo — pool de soro de paciente com
estrongiloidiase (4), e controle negativo - BSA 5% (5) apds coloragdo com NBT/BCIP.

4.3. Biopanning e TitulacGes

A selecdo de fagos com peptideos ligantes a 1gG de pacientes com estrongiloidiase
utilizando a biblioteca de peptideos expressos na superficie de fagos filamentosos M13 foi
concluida com sucesso. Os fagos que se ligaram as 1gGs de pacientes saudaveis e com outras
parasitoses foram pré selecionados negativamente, de modo que, quando houve a selecdo
positiva dos peptideos pelas IgGs de individuos com estrongiloidiase, essa foi realizada com
alta especificidade.

As titulacoes foram eficientes em todos os ciclos de selecdo de peptideos, visto que as
coldnias apresentaram coloracdo azulada, demonstrando a quebra do substrato X-gal, e a
expressdao do gene da [-galactosidase dos fagos pelas bactérias ER2738, como consequéncia
do processo de infeccdo das bactérias pelos bacteriofagos e a incorporacdo do DNA destes ao
genoma bacteriano (figura 4).

Apos os trés ciclos de selecdo, 96 col6nias foram coletadas a partir das placas de

titulagdo do altimo ciclo, para serem submetidas as analises de caracterizacao.
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Figura 4 - Titulagdo dos fagos. As colOnias azuis representam a
infeccdo das bactérias E. coli (ER2738) com os fagos M13

carregando o gene da B-galactosidase. A, B, C e D representam as
titulacBes 10™ & 10™.
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Os titulos de entrada (fagos amplificados) e saida (fagos ndo amplificados), que
representam o enriquecimento dos clones a favor do alvo durante os trés ciclos de selecao
estdo mostrados na tabela 2. Os titulos de entrada do 2° e 3° ciclo correspondem aos eluatos
amplificados, resultantes das selecdes do 1° e 2° ciclo, respectivamente. Os titulos de saida
correspondem aos eluatos ndo amplificados resultantes de cada ciclo. Cada eluato do
respectivo ciclo de selecdo foi amplificado de forma a obter quantidades suficientes de fagos a
serem utilizados no ciclo subsequente.

Os titulos de entrada dos fagos no biopanning foram sempre maiores que os titulos de
saida, pois os fagos com maior afinidade as IgGs anti-Strongyloides ficaram ligados aos
mesmos por interacdo peptideo/anticorpo e o restante dos fagos com baixa ou sem afinidade
ao alvo foram removidos durante as lavagens. Nas amplificagfes ocorreu o inverso, indicando

a eficiéncia do processo.

Tabela 2 - Selecdo dos fagos com peptideos ligantes aos anticorpos policlonais IgG anti-

Strongyloides. Titulo obtido (ufc) no processo de sele¢do dos fagos por imunoafinidade

Numero de Particulas de Fagos

Ciclos
Entrada Saida

1° Ciclo de Biblioteca 11 -

selecédo Original 1x10
2° Ciclo de Pool de fagos obtidos 010" 05 10°

0 i X

selecéo no 1" Ciclo

0 i B
3” Ciclo de Pool de fagos obtidos 1x109 107

selecdo no 2° Ciclo

*QOs valores de titulo de saida correspondem ao eluato ndo amplificado dos ciclos 1, 2 e 3. Ufc: unidade formadora de
coldnias
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4.4. Extragdo de DNA

Apos o crescimento individual de 96 col6nias isoladas, foi realizada a extracdo do
DNA de todos os clones de fagos para posterior sequenciamento. Para a analise da qualidade
e quantificacdo do DNA em gel de agarose de 0,8%, foram escolhidos randomicamente
amostras de DNA de 11 clones. O gel foi corado com brometo de etideo (figura 5). Este
procedimento demonstrou que a extracdo do DNA foi eficiente, e com quantidade suficiente

para a realizacdo da reacdo de sequenciamento.

Figura 5. DNA fita simples dos clones de fagos selecionados no
Biopanning, verificada pela corrida eletroforética em gel de agarose
0,8% corado com solugdo de brometo de etideo. Controle: DNA do
fago M13 padrdo 400 ng.
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45. Sequenciamento de DNA dos clones de Fagos e analise de bioinformatica

Apo6s a confirmacdo da qualidade do DNA, foi realizado o sequenciamento de 60
clones. Os cromatogramas gerados pelo sequenciador foram analisados pelo programa Phred
basecalling para analise da qualidade do seqlienciamento.

Do total das 60 clones sequenciados, 46 apresentaram sequéncias invalidas (ou
apresentaram erro no sequenciamento ou nao apresentavam as sequéncias inicializadoras ou
finalizadoras) e 14 apresentaram sequéncias validas, sendo todas diferentes entre si. Destas,
trés ndo apresentaram nenhuma similaridade com nenhuma proteina de Strongyloides sp.
registradas no GeneBank; um clone apresentou similaridade apenas com proteinas de S.
venezuelensis; e um apresentou duas sequéncias diferentes de aminoacidos pelo seu
sequenciamento, sendo também descartado por ser considerado um sequenciamento duvidoso.
Desta forma apenas nove clones resultantes (B2, B4, C4, C6, C9, C10, D3, D6 e E6)
apresentaram similaridade com proteinas de S. stercoralis registradas no banco de dados do
GeneBank (tabela 3).
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Tabela 3. Similaridade entre as sequéncias protéicas dos peptideos selecionados e proteinas

de S. stercoralis registradas no banco de dados do GeneBank pelo BLAST, com 0s nimeros

de acesso.
Peptideo Potenciais antigenos Acesso Banco
1) nuclear hormone receptor of the steroid/thyroid hormone receptors 1) gb|AAD37372.]]
5 superfamily (489-492) 2) gbJAAF04101.1]AF188206_1
2) lgG-immunoreactive zinc finger protein (49-52) 3) gbAGC25442.1
3) SMAD-1 (69-73)
1) aspartic protease precursor (121-129) 1) gb|AAD09345.1]
2) DNAJ-like protein (4-9) 2) gb|AAF22128.1|AF126813 1
3) NADH dehydrogenase subunit 4 (342-346) 3) emb|CAD90563.1]
B4 4) forkhead transcription factor 1 isoform a (144-148) 4) gb|AAQ23177.]]
5) TPA_inf: eukaryotic translation elongation factor 1A (191-195) gb|AAQ23179.]]
6) NADH dehydrogenase subunit 1 (238-241) 5) tpg|DAA05873.1]
6) emb|CAD90556.1]
1) forkhead transcription factor 1 isoform a (459-462) 1) gb|AAQ23177.]]
ca 2) forkhead transcription factor 1 isoform b (284-287) gbJAAQ23179.1|
2) gh|AAQ23178.]|
gb|AAQ23180.1
1) aspartic protease precursor (209-212) 1) gb|AAD09345.1]
2) forkhead transcription factor 1 isoform a (135-136) 2) gb|AAQ23177.1]
co 3) metalloproteinase precursor (29-30) gb|AAQ23179.1]
3) gb|JAAKS55800.2|
1) forkhead transcription factor 1 isoform a (180-185) 1) gb|AAQ23177.]]
C9 gb|AAQ23179.1|
1) cytochrome c oxidase subunit | (498-501) 1) emb|CAD90560.1]
2) phosphatidylinositol 3-kinase catalytic subunit (1202-1205) 2) gb|AFJ11261.1]
Cc10 3) insulin-like receptor protein tyrosine kinase isoform A (1295-1299) 3) gb|AGC25443.1]
4) insulin-like receptor protein tyrosine kinase isoform B (1333-1337) 4) gb|]AGC25444.1|
1) nuclear hormone receptor of the steroid/thyroid hormone receptors 1) gb|AAD37372.]]
superfamily (84-87) 2) gb|AGC25442.1|
2) SMAD-1 (172-176) 3) emb|CAD90560.1|
3) cytochrome c oxidase subunit | (146-147, 174-180) 4) dbj|BAJ22590.1]
b3 4) cytochrome oxidase subunit 1 (56-57, 84-90) 5) gb|JAAB71721.1|
5) cytochrome c oxidase subunit I, partial (mitochondrion)(131-132, 159-
165)
D6 1) NADH dehydrogenase subunit 4 (333-336) 1) emb|CAD90563.1|
1) lgG-immunoreactive zinc finger protein (84-87) 1) gbJAAF04101.1|AF188206_1
E6 2) phosphatidylinositol 3-kinase catalytic subunit (1166-1170) 2) gb|AFJ11261.1|



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/5002230?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=1SJ65B4G016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/6118375?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=2&RID=1SJ65B4G016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/4103749?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=2&RID=3GBXVX60013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/6651013?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=3&RID=3GDZ46BE013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/37805771?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=6&RID=3GDZ46BE013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/33621212?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=7&RID=3GDZ46BE013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/33621218?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=7&RID=3GDZ46BE013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/199600272?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=8&RID=3GDZ46BE013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/37805764?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=9&RID=3GDZ46BE013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/33621212?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=1SM1JS0B01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/33621218?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=1SM1JS0B01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/33621214?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=2&RID=1SM1JS0B01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/33621219?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=2&RID=1SM1JS0B01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/4103749?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=2&RID=1SMMH2J001S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/33621212?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=4&RID=1SMMH2J001S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/33621218?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=4&RID=1SMMH2J001S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/17865392?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=5&RID=1SMMH2J001S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/33621212?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=1SNU6WSV01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/33621218?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=1SNU6WSV01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/37805768?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=1SNZ9HBN01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/386370784?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=5E8MWN4U01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/440921271?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=2&RID=5E8MWN4U01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/440921272?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=3&RID=5E8MWN4U01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/5002230?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=2&RID=1SP9VARY01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/440921270?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=2&RID=5E94HTVP01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/37805768?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=3&RID=5E94HTVP01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/308198813?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=8&RID=1SP9VARY01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1336200?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=10&RID=5E94HTVP01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/37805771?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=3&RID=1XR33RSF016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/386370784?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=2&RID=5EAF53DR01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/386370784?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=2&RID=5EAF53DR01R
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O programa Clustal W 2.1 foi utilizado para realizar multiplos alinhamentos com o
intuito de identificar regiGes conservadas ou motivo comum entre os peptideos selecionados
pela metodologia de Phage display. N&o foi observada sequéncias consenso nos alinhamentos
entre os peptideos, entretanto, foi possivel observar que alguns possuem semelhancas entre si
(tabela 4), pela representacdo das cores dos aminoacidos. Desta forma, aminoacidos com

cores iguais possuem uma caracteristica bioquimica semelhante.

Tabela 4. Alinhamento das sequéncias dos peptideos selecionados pelo
biopanning, realizado pelo programa Clustal W 2.1. Os dados representam
sequéncias dos clones de fagos ligantes a IgG de pacientes com

estrongiloidiase, que apresentaram similaridade com proteinas de S.

stercoralis.
Clones selecionados Peptideos alinhados
C10 --APSFFHS
D6 --IPSISPV
C9 SRTPSAT--
B4 --FSGSGSR
D3 -SLASPSL-
B2 SSVPT-LR-
C4 -STPS-LRA
C6 SSIFTRY--
E6 -VLKSSLR-

Representacéo dos aminoacidos: verde = polares, vermelho = hidrofébicos, azul = acidos,
rosa = basicos
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4.6. Pré-validacdo por Phage-ELISA

A figura 6 demonstra a reatividade dos anticorpos 1gG anti-Strongyloides presentes em
pool de soro de pacientes representativos dos trés grupos de estudo contra os nove clones
selecionados pela técnica de Phage display e que apresentaram similaridade com proteinas de
S. stercoralis. Todos os clones apresentaram alta reatividade com pool de soro de pacientes
com estrongiloidiase, mostrando sua capacidade em detectar anticorpos circulantes (IgG anti-
Strongyloides) em soro de pacientes acometidos pela doenca. O fago selvagem apresentou
reatividade inferior em comparacéo aos clones, comprovando a especificidade ao alvo. Cinco
clones que obtiveram maior absorbancia em pool de soros de pacientes com estrongiloidiase e
menores absorbancias com o pool de soro de pacientes saudaveis ou com outras parasitoses
foram selecionados como os provaveis mimotopos de S. stercoralis, e foram submetidos a
testes de validacdo para verificar seu potencial diagnostico. Os clones escolhidos foram o0s
fagos B2, B4, C9, C10 e D3.

1.04 pool de soro
N Gl
G2
0.8+ G3
£
= 0.6+
N
o
<
@] i
2 0.4
0.2
0.0-

B2 B4 Cc4 C6 C9 C10 D3 D6 E6 Selvagem

Clones de fagos

Figura 6. Pré-validacdo dos clones de fagos reconhecidos por 1gG anti-Strongyloides em
pool de soros de pacientes dos grupos G1 — pacientes positivos para estrongiloidiase; G2 —
pacientes acometidos por outras parasitoses e G3 —pacientes aparentemente saudaveis.
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4.7. Phage — ELISA para estudo da imunorreatividade e validacdo dos clones

de fagos selecionados

A figura 7 representa a reatividade dos anticorpos 1gG anti-Strongyloides circulantes,
presentes no soro de pacientes dos trés grupos de estudo contra os cinco clones considerados
mais relevantes (B2, B4, C9, C10 e D3), os resultados foram expressos em indice de
reatividade (IR), e as amostras que apresentaram valores maiores que 1 foram consideradas
positivas.

Os fagos C9 e C10 apresentaram melhor sensibilidade no teste, respectivamente,
87,5% e 85% das amostras de soro do Grupo 1 (pacientes com estrongiloidiase) foram
positivas para estes clones, enquanto para os fagos B4, D3 e B2 a positividade neste grupo foi
82,5%, 80% e 80%, respectivamente.

No Grupo 2, 22,5% das amostras de soro dos pacientes com outras parasitoses
apresentaram reatividade cruzada quando testado o fago B2, menor reatividade cruzada foi
obervada quando testado o fago C9, somente 12,5% das amostras reagiram. Para os clones
B4, C10 e D3 estes valores corresponderam a respectivamente 17,5%, 17,5% e 20% das
amostras deste grupo.

No Grupo 3, quando testados a reatividade das IgGs circulantes em amostras de soro
de pacientes aparentemente saudaveis, utilizando os fagos B4, B2 e D3 a reatividade cruzada
representou 35%, 32,5% e 30%, respectivamente; enquanto os fagos C9 e D3 apresentaram
taxas menores, correspondente a 27,5% em ambos.

Curvas ROC, assim como a area sobre a curva (AUC), o cut-off da reagdo,
sensibilidade, especificidade, eficiéncia de diagnostico e razdo de probabilidade negativa e
positiva estdo apresentadas na figura 8.

Todos os cinco clones apresentaram area sobre a curva maior que 0,8 variando entre
0,849 (B2) e 0,889 (C10); o que permite afirmar que todos apresentam potencial diagnaostico,
possibilitando diferenciar pacientes com estrongiloidiase daqueles ndo acometidos pela
doenca; e ndo houve diferenca estatistica entre os diferentes clones (p> 0,05). Dentre 0s cinco
clones, o fago B2 foi o que apresentou a menor performance, com eficiéncia de diagnostico de
75%, sensibilidade de 80%, especificidade de 72,5%. A eficiéncia de diagndstico dos fagos
B4 e D3 correspondeu a 76,7% em ambos, e o fago C9 apresentou melhor performance na
deteccdo de 1gG anti-Strongyloides circulante no soro, seguido pelo fago C10. Assim, o fago

C9 apresentou eficiéncia de diagnostico de 82,5%, sensibilidade de 87,7% e especificidade de
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80%, e o fago C10 para estes parametros diagndsticos apresentou valores de 80%, 85% e
77,5%, respectivamente.

A reatividade cruzada dos cinco clones de fagos com amostras de soro de pacientes
acometidos por outras parasitoses (Grupo 2) pode ser verificada na tabela 5. Todos os fagos
reagiram ao menos com uma amostra de soro de paciente infectado com A. lumbricoides e E.
vermicularis, no entanto nenhum soro de paciente com Taenia sp. foi diagnosticado como
falso positivo para estrongiloidiase. O fago C9 foi o Unico que ndo apresentou reatividade
cruzada com soro de pacientes acometidos por ancilostomideos, e apesar de apresentar
reatividade com amostras de soro de pacientes com A. lumbricoides, E. vermicularis e T.
trichiura revelou melhor especificidade neste grupo de pacientes em comparacdo aos outros
clones.

Quando comparado as diferencas na reatividade entre os trés grupos de estudo (G1, G2
e G3) quando testados os clones B2, B4, C9, C10 e D3, somente o Grupo 2, composto por
amostras de soro de pacientes acometidos por outras parasitoses, mostrou diferenca
significante (p = 0,0016). Niveis detectados pelo fago B4 foram menores que os detectados
pelo fago D3 (p < 0,05) neste grupo. Os niveis de deteccdo de IgG anti-Strongyloides
utilizando todos os fagos foram maiores no grupo de pacientes com estrongiloidiase em
comparagdo aos Grupos 2 e 3 (p < 0,0001), os quais ndo mostraram nenhuma diferenca
significativa entre eles.

De acordo com os resultados os trés clones com melhor performance diagndstica,

sendo eles os fagos C9, C10 e D3, foram escolhidos para serem submetidos a sintese quimica.
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Figura 7. Deteccdo de 1gG sérica anti-Strongyloides por phage-ELISA em amostras de soro
na diluicdo 1:80 dos individuos dos grupos G1 — pacientes positivos para estrongiloidiase
(n=40); G2 — pacientes acometidos por outras parasitoses (n=40) e G3 - pacientes
aparentemente saudaveis (n=40), mediante utilizacdo dos antigenos: fagos expressando 0s
peptideos B2, B4, C9, C10 ou D3 em sua superficie. Os valores estdo expressos em indice de
reatividade (IR) e a linha horizontal indica o ponto de corte da reacdo com IR = 1. Os
resultados com IR > 1 foram considerados positivos. % = positividade.
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B2

B4

100+ -
80 -
S 60 AUC 0,849 (0,781-0917) 1 AUC 0,866 (0,800 - 0,933)
S cut-off 1,43 (1,30 - 1,46) cut-off 1,89 (1,75- 2,05)
@ 40- Se 80,0 (64,3 - 90,9) ] Se 82,5(67,2-92,7)
Es 72,5 (61,4-81,9) Es 73,8 (62,7 - 83,0)
ED 75,0 ED 76,7
207 LR+ 2,91 T LR+ 3,14
LR- 0,27 LR- 0,22
0
C9 C10
100- -
80 -
S 60 AUC 0,871 (0,803-0939) - 0,889 (0,831 - 0,948)
< cut-off 1,28 (1,19 - 1,39) cut-off 1,55 (1,44 - 1,60)
@ 40- Se 87,5(732 - 95,8) ] Se 85,0 (70,2 - 94,3)
Es 80,0 (69,6 - 88,1) Es 77,5 (66,8 - 86,1)
ED 825 ED 80,0
201 LR+ 4,38 1 LR+ 378
LR- 0,16 LR- 0,19
O T T T T 1 T T T T 1
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100

100% - Es (%)

100% - Es (%)
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100~
80
S 60- 0,871 (0,802 - 0,940)
< cut-off 1,34 (1,30 - 1,44)
o Se 80,0 (64,3-90,9)
W 40 Es 75,0 (64.1-84.0)
ED 76,7
20 LR+ 320
LR- 0,27
0 T T T T 1
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100% - Es (%)

Figura 8. Curvas receiver operating characteristic (ROC) indicando area under curve (area
sob a curva, AUC; P<0,05), o ponto 6timo da reacdo (cut-off), sensibilidade (Se, %), e
especificidade (Es, %), com intervalo de confianca de 95%; eficiéncia de diagndéstico (ED, %)
e razdo de probabilidade + e - (likelihood ratio; LR) para os peptideos B2, B4, C9, C10 ou D3
expressos na superficie dos fagos, na deteccdo de IgG em amostras de soro dos grupos: G1 —
pacientes positivos para estrongiloidiase (n=40); G2 — pacientes acometidos por outras
parasitoses (n=40) e G3 —pacientes aparentemente saudaveis (n=40).
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Tabela 5. Reatividade cruzada pelo teste ELISA, em amostras de soro de pacientes com
infeccdo por outros parasitos (Grupo 2) na deteccdo de anticorpos IgG anti-Strongyloides,
utilizando como antigeno os peptideos B2, B4, C9, C10 ou D3 expressos na superficie dos

fagos.

ELISA, n+ (%)
Infeccdo

FagoB2 FagoB4 FagoC9 FagoCl0 Fago D3

Ancilostomideos (n=8) 2(25,00 1(12,5) 0 1(12,5) 1(12,5)

Ascaris lumbricoides (n=7) 2(28,6) 2(28,6) 3(42,8) 2(28,6) 3(42,8)

Enterobius vermicularis (n=5) 2 (40,0) 2(40,0) 1(20,0) 1(20,0) 2 (40,0)

Giardia lamblia (n=3) 0 0 0 1(33,3) 1(33,3)
Hymenolepis nana (n=7) 0 0 0 1(14,3) 0
Schistosoma mansoni (n=3) 2(66,6) 1(33,3) 0 1(33,3) 0
Taenia sp. (n=5) 0 0 0 0 0
Trichuris trichiura (n=2) 1(50,00 1(50,00 1(50,0) 0 1(50,0)
Total (n=40) 9(225) 7(175) 5(125) 7(17.5)  8(20.0)

n = amostras; n+ = ndmero de amostras positivas
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4.8. Phage-ELISA de competicao

Para analisar a capacidade do peptideo em mimetizar antigenos de S. stercoralis, um
teste ELISA de competicdo com os cinco clones selecionados e o extrato total de S.
venezuelensis foi realizado. A competicdo destes antigenos pela ligacdo a anticorpos 1gG
de pool de soro de pacientes com estrongiloidiase esta representada na figura 9.

Os dados demonstraram que cada clone foi parcialmente inibido de maneira dose
dependente a medida que o soro de pacientes com estrongiloidiase foi previamente
incubado com concentracdes crescentes de antigeno heterélogo. Em contraste, nenhuma
inibicdo foi observada com o fago selvagem M13 (dados ndo mostrados). O controle
negativo utilizado foi o fago selvagem M13 e o controle positivo, pool de soro de pacientes
com estrongiloidiase. Estes dados indicam que os peptideos expressos nos clones de fagos
podem ser reconhecidos especificamente pelas 1gGs anti-Strongyloides presentes no soro
de pacientes com estrongiloidiase, e dessa forma mimetizar os epitopos presentes nas

proteinas totais do extrato bruto do parasito.

1000 -
-~ B2 —* B4 —— C9 <= Cl10 =& D3
800 -
€
o
N
o2 —*
~ 600
@)
(@]
400~ '\\\.
1 1 1 1
1 ung 5 na 12,5 ug 25 ug

Concentracdo de extrato salino de S. venezuelensis

Figura 9. Phage-ELISA de competicdo dos clones de fagos selecionados B2, B4,
C9, C10 e D3 testados com concentracGes crescentes de extrato total heter6logo de
larvas filarioides de S. venezuelensis.
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4.9. Sintese quimica dos peptideos expressos na superficie dos fagos

selecionados

Os peptideos sintéticos C9, C10 e D3 na forma liofilizada (5mg) foram submetidos a
dissolucdo para dar inicio aos testes de validacdo. No entanto houve problemas com a
dissolucdo do peptideo sintético C9, e optou-se por dar andamento aos testes apenas com 0s
peptideos C10 e D3.

4.10. ELISA para verificacdo da imunogenicidade dos peptideos sintéticos

A figura 10 representa a reatividade dos anticorpos IgG anti-Strongyloides circulantes
no soro de pacientes dos 3 grupos de estudo contra os 2 peptideos sintéticos C10 e D3. Os
resultados foram expressos em indice de reatividade, e as amostras que apresentaram valores
maiores que 1 foram consideradas positivas. A positividade ou negatividade individual de
cada amostra de soro dos Grupos 1, 2 ou 3 pode ser verificada nas tabelas 7, 8 e 9
respectivamente.

Tanto o peptideo sintético C10 quanto D3 apresentaram oOtima sensibilidade no teste,
95% das amostras de soro de pacientes com estrongiloidiase tiveram as IgGs anti-
Strongyloides detectadas pelos dois antigenos, sendo que apenas duas amostras nao
apresentaram reatividade suficiente, sendo consideradas falso negativas. A amostra de soro
10, foi detectada como falso negativa em ambos os peptideos sintéticos (tabela 7).

A reatividade cruzada dos dois peptideos com amostras de soro de pacientes
acometidos por outras parasitoses (Grupo 2) pode ser verificada na tabela 6. Quando utilizado
0 peptideo C10, este representou positividade de 20%. Essa reatividade foi bem menor
quando testado o peptideo D3, apresentando melhor especificidade em relacdo ao primeiro
para este grupo de pacientes, apenas 12,5% das amostras, ou seja, cinco foram detectadas
como falso positivas como verificado na tabela 8. Tanto o peptideo sintético C10 quanto o D3
reagiram a0 menos com uma amostra de soro de paciente infectado com ancilostomideos, A.
lumbricoides, E. vermicularis, H. nana ou S. mansoni. As amostras de soro numero 7 (A.
lumbricoides ), 13 (S. mansoni), 21 (H. nana) e 36 (ancilostomideo) foram detectadas como
falso positivas para ambos os peptideos, porem apresentaram reatividade menor quando na
reacdo de ELISA foi utilizado o peptideo D3 (figura 10).

No Grupo 3, quando testados a reatividade das 1gGs circulantes em amostras de soro

de pacientes aparentemente saudaveis, pode ser verificada reatividade cruzada correspondente
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a 7,5% (3 amostras falso positivas) para o peptideo C10, esta reatividade foi
consideravelmente menor quando utilizado o peptideo D3, ou seja, apenas uma amostra foi
detectada como falso positiva, representando 2,5%. Estas amostras ndo coincidiram para 0s
dois antigenos (tabela 9).

Curvas ROC, assim como o cut-off da reacédo, sensibilidade, especificidade, eficiéncia
de diagndstico e razdo de probabilidade positiva e negativa estdo apresentadas na figura 10.
Ambos apresentaram excelente potencial diagnostico, com area sobre a curva igual a 0,965 e
0,961 para os peptideos sintético C10 e D3, respectivamente. O peptideo sintético D3
apresentou melhor eficiéncia de diagndstico, com valor igual a 93,3%, e também melhor
sensibilidade (95%) e especificidade (92,5%), além de melhores valores de razdo de

verossimilhan¢a (LR+ = 12,67; LR- = 0,05).
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Figura 10. Deteccdo de IgG serica anti-Strongyloides por ELISA em amostras de soro na
diluicdo 1:160 dos individuos dos grupos G1 — pacientes positivos para estrongiloidiase
(n=40); G2 - pacientes acometidos por outras parasitoses (n=40) e G3 - pacientes
aparentemente saudaveis (n=40), utilizando como antigenos peptideos sintéticos C10 e D3.
Os valores estdo expressos em indice de reatividade (IR) e a linha horizontal indica o ponto de
corte da reacdo com IR = 1. Os resultados com IR > 1 foram considerados positivos. Curvas
receiver operating characteristic (ROC) indicam area under curve (area sob a curva; AUC),
cut-off, sensibilidade (Se, %), especificidade (Es, %), eficiéncia de diagndstico (ED, %),
razdo de probabilidade + e - (likelihood ratio; LR) e % a porcentagem de resultados positivos.
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Tabela 6. Reatividade cruzada pelos testes ELISA, em amostras de soro de pacientes com
infeccdo por outros parasitos (Grupo 2) na deteccdo de anticorpos IgG anti-Strongyloides,

utilizando como antigeno os peptideos sintéticos C10 e D3.

ELISA, N+(%)

Infeccéo
Peptideo C10 Peptideo D3

Ancilostomideos (n=8) 2(25,0) 1(12,5)
Ascaris lumbricoides (n=7) 1(14,3) 1(14,3)
Enterobius vermicularis (n=5) 2 (40,0) 0
Giardia lamblia (n=3) 0 0
Hymenolepis nana (n=7) 1(14,3) 2(28,57)
Schistosoma mansoni (n=3) 1(33,3) 1(33,3)
Taenia sp. (n=5) 1(20,0) 0
Trichuris trichiura (n=2) 0 0
Total (n=40) 8(20,0) 5 (12,5)

n = amostras; N+ = ndmero de amostras positivas
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Tabela 7. Resultados dos testes ELISA dos 40 pacientes com estrongiloidiase (Grupo 1) para
a deteccdo de anticorpos IgG anti-Strongyloides em amostras de soro, utilizando como
antigeno os peptideos B2, B4, C9, C10 ou D3 expressos na superficie dos fagos e os
peptideos sintéticos C10 e D3.

Amostra ELISA

desoro  FagoB2  FagoB4 FagoC9 FagoCl0 FagoD3 Peptideo C10  Peptideo D3

+

+
+
+
+
+

+ + + +
+I+++

+
-+

-+

]

+ + + + + + +
+ + + + + + +

O~NO O WN -

9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40

i

+ + 4+ ++ 0+ +++ o+

+ 4+ ++++++++FF A+ +

+ + ++ 0+ o+ +I++++ + 4+ + + + 0+ +
+ + 4+ +++++++++ o+

+ +++ 0+ ++++I++++++
+ + + + ++++I++++++++++ + + + + +++++ o+ o+

+ 4+ + F 0+ F o+ o+ +I+++ + + + + + +

+ ++++++++ A+ +

+ + + +
+ + + + +

- = Negativo; + = Positivo
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Tabela 8. Resultados dos testes ELISA dos 40 pacientes com infeccdo por outras parasitoses
(Grupo 2) para a deteccdo de anticorpos 1gG anti-Strongyloides em amostras de soro, utilizando
como antigeno os peptideos B2, B4, C9, C10 ou D3 expressos na superficie dos fagos e 0s
peptideos sintéticos C10 e D3.

Amostra d ELISA
sorrglcsasagsifo Fago Fago Fago Fago Fago  Peptideo  Peptideo

B2 B4 C9 C10 D3 C10 D3

1 A. lumbricoides

2 A.lumbricoides

3 A lumbricoides

4 A lumbricoides

5 A.lumbricoides

6 A.lumbricoides

7 A.lumbricoides

8 E.vermicularis

9 E.vermicularis

10 E.vermicularis

11 E. vermicularis

12 E.vermicularis

13 S. mansoni

14 S. mansoni

15 S. mansoni

16 H.nana

17 H.nana - - - - - - -

18 H.nana - - - - - - -

19 H.nana - - - - -

20 H.nana - - - - - - -

21 H.nana S e e

22 H.nana - - - - - _

23 Taeniasp - - - - - -

24 Taeniasp - - - - - -

25 Taeniasp - - - - - -

26 Taeniasp - - - - - -

28 G. lamblia - - - - - -

29 G.lamblia - - - -
30 G. lamblia - - - -

31 Ancilostomideo - - - - -
32 Ancilostomideo - - - - -
33 Ancilostomideo - - - - -

34 Ancilostomideo - - - - - - -
o Ancloomieo I - T
36 Ancilostomideo - - - - -

37 Ancilostomideo [+ - - - - - ;

38 Ancilostomideo - - - - - _ -

39 Trichuris sp.

40 Trichurissp, (RIS - - :

- = Negativo; + = Positivo

27 Taeniasp - - - - - s -
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Tabela 9. Resultados dos testes ELISA dos 40 individuos aparentemente saudaveis (Grupo 3)
para a deteccdo de anticorpos IgG anti-Strongyloides em amostras de soro, utilizando como
antigeno os peptideos B2, B4, C9, C10 ou D3 expressos na superficie dos fagos e o0s
peptideos sintéticos C10 e D3.

Amostra ELISA

desoro  FagoB2 FagoB4 FagoC9 Fago C10 Fago D3 Peptideo C10 Peptideo D3

- = Negativo; + = Positivo
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5. DISCUSSAO

Este € o primeiro estudo no qual utilizou a técnica de Phage display para a selegdo de
mimotopos de S. stercoralis a serem empregados no aprimoramento do diagndstico da
estrongiloidiase humana. A estrongiloidiase é frequentemente sub-diagnosticada uma vez que
em grande parte dos pacientes acometidos permanece assintomatica. Testes diagndsticos
convencionais baseados em exames parasitologicos apresentam limitaces em relagdo a
sensibilidade, devido a auséncia de eliminagdo de ovos, eliminacao intermitente de larvas nas
fezes, além da baixa producdo das mesmas na fase cronica da doenca em pacientes
assintomaticos, o que dificulta a deteccdo do parasito (DREYER et al., 1996; SIDDIQUI;
BERK, 2001; GREINER; BETTENCOURT; SEMOLIC, 2008).

A deteccdo de anticorpos especificos contra Strongyloides por meio de testes
imunoldgicos é de grande importancia para o diagnostico da estrongiloidiase humana, pois
complementa a analise parasitoldégica (COSTA-CRUZ et al.,, 1997; SILVA et al., 2003;
RODRIGUES et al., 2004). No entanto, estes testes apresentam limitacdes no que diz respeito
as dificuldades encontradas na obtencdo de quantidades suficientes de larvas filaridides de S.
stercoralis utilizadas nas preparacdes antigénicas empregadas, e também devido a reatividade
cruzada com outros helmintos. As limitacGes encontradas no diagnostico da estrongiloidiase
humana nos levaram a propor a utilizacdo da tecnologia de Phage display como uma nova
estratégia para desenvolver e selecionar novos antigenos capazes de detectar 1gG anti-
Strongyloides circulantes em pacientes infectados por S. stercoralis.

A escolha desta técnica se deve ao sucesso obtido em varios estudos na obtencgdo de
diversas moléculas de interesse, como anticorpos (BARBAS et al., 1992; RADER; BARBAS,
1997; LIU et al., 2004;), peptideos (NOREN; NOREN, 2001; HUTCHINSON et al., 2004;
ANDRE et al., 2005; LANG et al., 2006; RIBEIRO et al., 2010; MANHANI et al., 2011;
VAN NIEUWENHOVE et al., 2012), enzimas (SOUMILLION, 1994), receptores de
superficie celular (ROBERTSON, 1993), entre outras estruturas. Além disso, apresenta
grande impacto na imunologia, biologia celular, desenvolvimento de medicamentos e outros
farmacos (AZZAY; HIGHSMTH, 2002; WILLATS, 2002). Em todas estas pesquisas 0
biopanning de biblioteca de fagos confirmou ser uma técnica adequada para a selecdo e
identificacdo de epitopos mimeticos, os quais podem contribuir para a elucidacdo e
identificacdo das bases moleculares do reconhecimento biologico. Além do mais, o fato de

que mesmo apresentando poucos peptideos recombinantes em sua superficie, bacteriéfagos
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podem ser utilizados como ferramentas para analisar e subsequentemente clonar o peptideo de
interesse com boa eficiéncia (GNANASEKAR; PADMAVATHI; RAMASWAMY, 2005).

Tecnologias emergentes baseadas em Phage display podem beneficiar diagnosticos
através da producdo de moléculas, as quais seriam invidveis de se obter pelos métodos
tradicionais. Constitui uma tecnologia vantajosa por ser de facil e rapida execucdo e por nao
requerer a utilizacdo de modelos experimentais em roedores. Peptideos expressos na
superficie de fagos selecionados podem mimetizar epitopos verdadeiros de S. stercoralis,
sendo assim referenciados como mimotopos. A estratégia deste estudo consistiu em selecionar
mimotopos com potencial diagnostico avaliando soros policlonais de pacientes, bem como
utlilizar 1gG purificada (IgG anti-Strongyloides) proveniente de pacientes infectados por S.
stercoralis como alvo especifico para o processo de selegao.

Muitas técnicas tém sido utilizadas para separacdo de proteinas, porém as técnicas de
separacdo por afinidade, com uso de substratos magnéticos tém se mostrado muito uteis, por
ser uma metodologia rapida e eficaz na obtencdo de 1gGs de boa qualidade utilizando pequena
quantidade de amostra (SAFARIK; SAFARIKOVA, 2004). A escolha dos beads de proteina-
G para a purificagcdo das imunoglobulinas foi devido a correta orientacdo, que a proteina-G
favorece ao anticorpo potencializando o seu uso (HARMA et al., 2000), bem como da baixa
ligacdo inespecifica e contaminacdo das microparticulas (WHITEAKER et al., 2007), além da
dimuicdo do impedimento estérico entre o anticorpo e o antigeno (KIM et al., 2009), quando
se compara as selecOes feitas em placas de poliestireno. Esta metodologia adotada para a
captura de 1gGs se mostrou eficiente neste trabalho.

A selecdo dos fagos ligantes as IgGs anti-Strongyloides de pacientes com
estrongiloidiase foi realizada com a biblioteca de peptideos expressos em fagos filamentosos
M13 contendo sete aminoacidos conformacionais, a biblioteca Ph.D.-C7C (LEE et al., 2002),
devido ao seu pequeno tamanho apresenta facilidade e preciséo na ligacdo aos anticorpos.

A fim de minimizar a possibilidade de selecdo de fagos inespecificos, uma subtracdo
dos mesmos foi realizada, mediante incubacéo da biblioteca de fagos com IgG de pacientes
saudaveis e de pacientes com outras parasitoses, sendo os ligantes inespecificos eliminados
antes de uma nova incubacgdo com o alvo de interesse. Este processo favoreceu uma maior
especificidade aos fagos ligantes as 1gGs anti-Strongyloides.

A estratégia de Phage display nos levou a selecionar 14 clones com diferentes
sequencias entre si, sugerindo que 0s mesmos sdo epitopos imunodominantes presentes em
proteinas principais que desencadearam uma resposta humoral contra a infec¢do por S.

stercoralis. No entanto, apenas nove clones apresentaram similaridade com proteinas de S.
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stercoralis de acordo com pesquisas no GeneBank, sendo elas proteinas envolvidas na
sinalizacdo (nuclear hormone receptor of the steroid/thyroid hormone receptors superfamily,
SIDDIQUI et al., 2000), precursores enzimaticos (aspartic protease precursor, GALLEGO;
SLADE; BRINDLEY, 1998), fatores de transcri¢cdo (forkhead transcription factor 1, MASSEY
et al., 2003), metabolismo mitocondrial (cytochrome c¢ oxidase subunit I, HU; CHILTON;
GASSER, 2003) e proteinas imunorreativas (lgG-immunoreactive zinc finger protein,
SIDDIQUI; STANLEY; BERK; 2001), entre outras.

No alinhamento entre as nove sequéncias selecionadas ndo foram encontradas
similaridades perfeitas. Alguns autores relataram a falta de similaridades perfeitas dos
peptideos selecionados entre si, ou com proteinas ja catalogadas (SANTAMARIA et al.,
2001; DU et al., 2006; HU et al., 2006).

No teste de pré-validacdo por Phage-ELISA, ficou claro o potencial diagndstico dos
nove clones de fagos selecionados, pela comparacdo da reatividade com o fago selvagem, o
qual apresentou reatividade bem inferior. Diante disto, supde-se que 0s peptideos expressos
na superficie destes fagos sdo 0s responsaveis pela maior reatividade dos mesmos por ser o
diferencial em relacdo ao fago selvagem. A partir deste pressuposto foi dado seguimento a
validacéo dos clones de maior relevancia, escolhidos com base na sua reatividade no teste de
pré-validacdo, e no seu potencial em discriminar amostras de soro negativas daquelas de
pacientes infectados pelo parasito, sendo eles os clones de fagos B2, B4, C9, C10 e D3. Todos
0s cinco apresentaram capacidade em distinguir pacientes infectados por S. stercoralis de
individuos ndo infectados nos testes de validacdo diagndstica por Phage-ELISA.
Apresentaram valores de AUC (area under curve) maiores que 0,8, o que representa uma boa
precisdo do teste diagnostico. Entre todos os clones, o fago C9 apresentou os melhores
resultados para AUC (0,871), sensibilidade (78,5%) e especificidade (80%), seguido pelos
fagos C10 e D3, que também apresentaram menor reatividade cruzada com soro de pacientes
acometidos por outros parasitos. O fago C9 apresentou também maior valor de razdo de
verossimilhanga positiva, consideravelmente bom e representa uma alta probabilidade de um
verdadeiro diagndstico positivo, enquanto seu menor valor de razdo de verossimilhanca
negativa é adequado para descartar a possibilidade da doenca.

A baixa reatividade cruzada observada no fago C9, com especificidade satisfatoria
(80%) sugeriu a sua utilizagdo como antigeno promissor no diagnéstico sorolégico da
estrongiloidiase humana, que também pode incluir o fago C10 (77,5%). Além disso, estes

novos antigenos poderdo ser utilizados rotineiramente em programas de investigacdo
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epidemioldgica, contribuindo diretamente para o controle e prevencdo da doenca, devido a
facilidade na sua producéo, e praticidade na utilizagdo em imunoensaios simples.

No ensaio Phage-ELISA de competicdo observou-se uma reducdo da reatividade dos
clones de fagos com o aumento da concentracdo de proteinas de S. venezuelensis, ou seja, de
forma dose dependente. Diante disto, pode-se afirmar que os clones de fagos selecionados
pela tecnologia de Phage display podem mimetizar epitopos de S. stercoralis e se ligar
especificamente ao pool do soro de pacientes com estrongiloidiase. Optou-se por utilizar neste
ensaio o extrato de S. venezuelensis por compartilhar muitos epitopos com S. stercoralis, além
de ser utilizado com sucesso no diagnostico da estrongiloidiase humana (COSTA-CRUZ et
al., 2003; RODRIGUES et al., 2007, 2009; MACHADO et al., 2008b; FELICIANO et al.,
2010; GONZAGA et al., 2013).

Diante dos resultados obtidos, foram escolhidos os fagos C9, C10 e D3 pelo seu
melhor potencial diagndstico, para a construgdo dos respectivos peptideos sintéticos, realizada
por sintese quimica dos peptideos expressos em suas superficies, a fim de se obter peptideos
livres das particulas virais, e assim obter mimotopos de maior especificidade. A construcédo
dos peptideos sintéticos foi esquematizado de acordo com o sistema de peptideos antigénicos
maltiplos (MAPS — Multiple Antigenic Peptides), o qual tem sido utilizado com sucesso na
producdo de alta titulacdo de anticorpos anti-peptideo (POSNETT; MCGRATH; TAM, 1988;
WANG et al., 1991) e de vacinas de peptideo sintético (TAM, 1988). Infelizmente o peptideo
sintético C9 apresentou problemas na sua dissolucdo, o que impossibilitou seu emprego no
ensaio ELISA, sendo validados apenas os peptideos sintéticos C10 e D3.

Ambos apresentaram excelente potencial diagndstico, superior aos clones de fagos.
Apresentaram AUC > 0,96, sensibilidade de 95%, com performance diferenciada na
especificidade. O peptideo sintético D3 apresentou valor correspondente a 93,3%, e 0
peptideo C10 86,3%. Desta forma, o peptideo sintético D3 se destacou com excelente
eficiéncia diagnédstica (93,3%), seguido pelo peptideo sintético C10 (89,2%), além de
melhores valores de razdo de verossimilhanca (LR+ = 12,67; LR- = 0,05). Os dois peptideos
correspondem a mimotopos com alto potencial antigénico, capazes de serem utilizados com
sucesso em diversas técnicas imunoldgicas na deteccao da estrongiloidiase humana.

Recentes avancos na imunologia de doencgas infecciosas sugerem que um
sorodiagnostico eficiente requer alta antigenicidade de epitopos imunodominantes para ativar
anticorpos a serem desenvolvidos na maioria, se ndo em todos os individuos infectados, desta
forma o antigeno deve conter o epitopo ou seus substitutos, como moléculas que o

mimetizam.
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A introducdo de ensaios imunoldgicos baseados em antigenos recombinantes que
podem ser produzidos em grandes quantidades oferece alternativas atrativas a utilizagdo de
antigenos naturais, como extratos antigénicos produzidos a partir do parasito S. stercoralis, S.
venezuelensis ou S. ratti.

Sequéncias de peptideos selecionados a partir de bibliotecas de fagos, contra
anticorpos circulantes produzidos por infeccdo de microorganismos ou parasitos tem sido
descrito como mimotopos para hepatite B (FOLGORI et al., 1994), HIV (PALACIOS-
RODRIGUEZ et al., 2011), neurocisticercose (RIBEIRO et al., 2010; MANHANI et al.,
2011; GAZARIAN et al., 2012), entre outros.

Outras investigacdes tém utilizado um antigeno recombinante de 31 KDa (denominado
NIE) com precisdo significativa no diagndstico soroldgico da estrongiloidiase humana
(RAMANATHAN et al., 2008; KROLEWIECKI et al., 2010), porém esses estudos avaliam a
reatividade cruzada em grupo muito restrito, que consistia apenas de pacientes infectados com
filaria. Em estudos de reatividade cruzada é imprescindivel que possiveis antigenos sejam
validados utilizando grupos de pacientes com maior heterogeneidade de infecgcOes
parasitarias, especialmente em regides endémicas, para desta forma confirmar a eficiéncia do
antigeno especifico ou teste diagnostico.

Efetuou-se uma abordagem abrangente a respeito da reatividade cruzada, todos os
clones aqui selecionados por Phage display bem como os peptideos sintéticos foram testados
em um grupo com maior diversidade de pacientes acometidos por diferentes parasitos, e
observou-se uma baixa reatividade cruzada, considerando a regido endémica onde doencas
parasitarias sdo altamente prevalentes. Por esta razdo, reacGes cruzadas entre os testes
sorolégicos para estrongiloidiase podem ocorrer, e geralmente sdo detectadas em pacientes
infectados por S. mansoni e Taenia sp (LINDO et al, 1994, GROVE, 1996;
SITHITHAWORN et al., 2003).

O fato de alguns individuos saudaveis serem reativos aos antigenos obtidos, sendo
assim considerados falso positivos, pode ser explicado por uma possivel exposi¢do ao parasito
S. stercoralis em algum momento anterior, sendo que a memoria imunoldgica foi mantida e
detectada pelos clones selecionados. No entanto, quando testados os peptideos sintéticos, 0s
casos falso positivos diminuiram consideravelmente. Desta forma, a utilizacdo do peptideo
sintético seria excelente opg¢do, por conter apenas moléculas miméticas ao parasito, livres das
particulas virais dos fagos, conferindo assim testes sorol6gicos mais confiaveis, com melhor

sensibilidade e menor reatividade cruzada.
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Mais estudos estdo sendo realizados para melhor explicar estes casos, a fim de
discriminar infeccéo ativa por S. stercoralis dos casos suspeitos ou falso positivos nos testes
sorolégicos, e ainda para diferenciar infeccbes recentes das infecgdes mais antigas
(GONZAGA et al., 2011).

Diferentemente das técnicas com maior nivel de complexidade, invidveis de serem
empregadas em laborat6rios mais simples, como o antigeno recombinante de 31 kDa, o qual é
fusionado a luciferase por meio de cultura de células de mamiferos (RAMANATHAN et al.,
2008; KROLEWIECKI et al., 2010), neste trabalho foi desenvolvido um ensaio com simples
producdo de antigeno recombinante por meio de cultura bacteriana e sua aplicacdo direta no
sistema Phage-ELISA, técnicas que podem ser utilizadas em rotina laboratorial em
laboratdrios menos equipados.

Realizou-se a validagdo dos mimotopos por meio de teste ELISA por ser considerado
um teste superior aos outros testes sorologicos no que diz respeito a praticidade, seguranca e
disponibilidade de reagentes, além de apresentar alta sensibilidade em torno de 85% a 95% e
especificidade que pode chegar a 90% na detec¢do de anticorpos circulantes em pacientes
com estrongiloidiase (SCHAFFEL et al., 2001; KOOSHA; FESHARAKI; ROKNI, 2004;
VAN DOORN et al., 2007). Dessa forma, o teste ELISA aliado a utilizacdo de antigenos
altamente sensiveis e especificos que possam ser produzidos com facilidade e sem alto custo,
seria uma excelente alternativa no diagnéstico da estrongiloidiase humana e em estudos
soroepidemioldgicos, e também no monitoramento de pacientes submetidos a tratamento anti-
helmintico podendo ser executado com sucesso em laboratérios mais simples. O mimotopo
peptideo sintético D3, além da excelente sensibilidade correspondente a 95% apresentou
especificidade superior, 92,5%.

H& a hipotese de que os peptideos obtidos neste estudo também apresentem grande
potencial para serem utilizados em ensaios vacinais, a fim de demonstrar que estes epitopos
sd0 capazes de induzir a producdo de anticorpos anti-S. stercoralis neutralizantes em
humanos, e dessa forma impedir o estabelecimento da infeccéo e progressédo da doenca. Estes
novos biomarcadores sdo capazes de detectar anticorpos circulantes especificos em individuos
acometidos pela estrongiloidiase, com razoavel sensibilidade e especificidade quando
utilizado o sistema fago-peptideo, e com eficiéncia consideravelmente superior quando
utilizado apenas o peptideo na forma sintética.

Outro ponto que reforca a afirmativa de que os peptideos obtidos se tratam de
mimotopos de S. stercoralis, é o fato de apresentarem similaridade com proteinas do parasito

dispostas no banco de dados GeneBank. O mesmo ndo acontece com o antigeno recombinante
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NIE citado neste texto (RAMACHANDRAN et al., 1998). Mais investigacdes ainda devem
ser realizadas a fim de melhorar a especificidade dos antigenos miméticos aqui obtidos.

Os epitopos expressos na superficie de fagos selecionados por Phage display
oferecem uma alternativa a outros antigenos recombinantes. O uso de proteinas
recombinantes obtidas por técnicas classicas de engenharia genética para imunodiagnéstico
exige maior infra-estrutura, € mais caro e mais trabalhoso quando comparada a producéo de
peptideos em fagos. Os fagos apos a selecdo, podem ser “produzidos” em larga escala, pois ao
infectarem uma bactéria, se multiplicam com facilidade e assim poderdo ser dosados e
utilizados como antigenos, tanto como fagos inteiros quanto como peptideos sintetizados, no
imunodiagndstico da estrongiloidiase humana.

Nesse sentido, a busca por novos biomarcadores podem levar a novos métodos para o
diagnostico diferencial, e futuramente auxiliar na determinagdo do grau de infeccdo além da

possibilidade de serem utilizados também no acompanhamento terapéutico.
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Foi possivel selecionar com sucesso cinco clones de fagos potencialmente antigénicos, e
a partir deles produzir dois peptideos sintéticos altamente sensiveis e especificos, todos
validados por teste ELISA, constituindo importante fonte antigénica potencialmente

aplicavel no diagnéstico da estrongiloidiase humana;

A alta sensibilidade e especificidade conferida aos peptideos sintéticos no teste de
validacdo, em especial ao peptideo sintético D3, demonstraram seu alto potencial
antigénico e a possibilidade de seu uso em testes imunodiagndsticos e talvez em ensaios

vacinais futuros a fim de neutralizar uma possivel infeccdo por S. stercoralis;

A anélise de bioinformatica revelou que os peptideos selecionados apresentaram
similaridade com proteinas de S. stercoralis depositadas no GeneBank, demonstrando

que a selecdo de peptideos reativos contra 1gG anti-Strongyloides foi eficaz;

Os resultados obtidos neste trabalho sdo promissores no que concerne ao uso de clones
de fagos para a identificacdo de peptideos especificos a serem utilizados com sucesso no

diagnostico da estrongiloidiase humana.
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