UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA

@}’ INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM
IMUNOLOGIA E PARASITOLOGIA APLICADAS

Nagilla Daliane Feliciano

Avaliacao de fracdes antigénicas de Strongyloides
venezuelensis obtidas por hidrofobicidade, no
imunodiagnostico da estrongiloidiase humana

Uberlandia — MG
2010



UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
’ INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM

IMUNOLOGIA E PARASITOLOGIA APLICADAS

Nagilla Daliane Feliciano

Avaliacao de fracdes antigénicas de Strongyloides
venezuelensis obtidas por hidrofobicidade, no
imunodiagnostico da estrongiloidiase humana

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Imunologia e Parasitologia
Aplicadas como parte das exigéncias para
obtencdo do titulo de Mestre em Imunologia e
Parasitologia Aplicadas.

Prof2. Dra. Julia Maria Costa Cruz
Orientadora

Uberlandia — MG
2010



Dados Internacionais de Catalogacdo na Publicacdo (CIP)

F31l4a

Feliciano, Nagilla Daliane, 1981-

Avaliacdo de fragbes antigénicas de Strongyloides venezuelensis
obtidas por hidrofobicidade, no imunodiagndstico da estrongiloidiase
humana [manuscrito] / Nagilla Daliane Feliciano. - 2010.

86 f. :il.

Orientadora:.Julia Maria Costa Cruz.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de Uberlandia,
Programa de P6s-Graduacdo em Imunologia e Parasitologia Aplicadas.

Inclui bibliografia.

1. Estrongiloidiase - Diagnostico - Teses. 2. Imunodiagndstico -
Teses. 2. Antigenos - Teses. I. Costa-Cruz, Jalia Maria. Il. Universida-
de Federal de Uberlandia. Programa de P6s-Graduacdo em Imunologia
e Parasitologia Aplicadas. I1l. Titulo.

CDU: 616.995.132.2

Elaborado pelo Sistema de Bibliotecas da UFU / Setor de Catalogagéo e Classificacdo



“Uma pequenina mudanga hoje acarreta-nos um
amanhd profundamente diferente. Sdo grandes as
recompensas para aqueles que optam pelos
caminhos duros e dificeis, mas recompensas
acham-se ocultas pelos anos. Toda escolha é feita
inteiramente ds cegas, e o mundo ndo nos dd
garantia alguma... O bom cardter advém de
sequirmos nosso supremo senso de tetiddo, de
confiarmos nos ideais sem sequer estarmos certos

de que dardo certo.”

(Richard Back)

‘O segredo ¢é sempre estar de bragos

estendidos em vez de cruzados.”



Dedico este trabalho em especial:

Aos meus pais, Addo e Cleides;
Que sdo o meu exemplo de vida e a quem devo tudo o que hoje sou,
E com orgulho lhes agradeco imensamente;
Por todas as vezes que estiveram do meu lado;
Por toda a verdade em que me fizeram crer;
Por toda a alegria que trazem d minha vida;
Por todas as vezes em que eu estava errada e me tornaram certa;
Por cada sonho meu que transformaram em realidade;

Por todo o amor que neles encontret.
Serei eternamente grata,

Vocés sdo quem me conhecem por dentro por inteiro;
Vocés sdo a minha for¢a quando eu me sinto fraca;
Vocés sdo a minha voz quando eu ndo posso falar;

Vocés sdo meus olhos quando eu ndo posso ver;
Vocés vém o que tem de melhor em mim;

Me erguem quando eu ndo posso alcangar;
Vocés me ddo fé porque vocés acreditam em mim.
Sou tudo o que sou
Porque vocés me deram todo o seu amor, carinho e educagdo;
Vocés me ddo asas e me deixam voar;
Sequram a minha mdo e assim eu posso tocar o céu;
Quando perco minha fé, vocés a trazem de volta
E dizem que nenhuma estrela é inalcangdvel;
Quando vocés estdo do meu lado eu me sinto maior!

Vocés sdo a minha inspiragdo....



A Deus Pai, sempre presente comigo, e agradeco pelas mdos estendidas
nos momentos dificeis, dando-me for¢a e sabedoria para diferenciar
0 que é bom do que é ruim, obrigado por me dar coragem

para estender as mdos em vez de cruzar os bragos.

Aos meus queridos amigos de graduagdo, em especial Bruno Caetano Trindade,
Taciana Rachid e Daniela “Tormento”, que mesmo apesar da distdncia estiveram
sempre presentes em minha vida e sempre torcendo
pelo meu sucesso. Minha vida ndo teria

a mesma alegria se vocés

ndo fizessem parte dela .

Aos meus irmdos Pedro Augusto Feliciano e Geisa Marielle Feliciano,
e a toda minha familia, dos mais distantes e ausentes aos mais
proximos agradego pelo incentivo e entusiasmo

a cada fase dessa etapa.



Meus sinceros agradecimentos:

A minha orientadora Profe D Julia Maria Costa Cruz, que acreditou em meu potencial
e que ndo mediu esforcos em dedicar a mim suas li¢oes de saber, sua experiéncia

e competéncia profissional. Agradeco pela amizade, paciéncia e boa vontade

em ter compartilhado comigo seus conhecimentos partes essenciais

para a minha formagdo e realizacdo deste trabalho.

Manifesto meu reconhecimento e estima.

A uma pessoa muito especial, que infelizmente ndo faz mais parte da minha vida
mas que foi peca chave para que eu buscasse meu entiquecimento e
crescimento pessoal. Eu te agradeco pois mesmo estando

ausente por todos esses anos, vocé ainda me faz crescer como pessod.



A todos os colegas e amigos do Laboratério de Parasitologia pela agradivel convivéncia e pelos
momentos de descontragdo durante o periodo de trabalho. Em especial agradeco aos colegas e amigos
Marianna Nascimento Manhani, Vanessa da Silva Ribeiro e Henrique Tomaz Gonzaga que ndo

mediram esforcos em me ajudar na etapa final de desenvolvimento do meu trabalho;

As funciondrias Maria do Rosdrio F. Gongalves Pires, Maria das Gragas Maral, Elaine Sifva
Marques Faria, Scheila Pedrosa Franco Barbosa e Rosingela Terezinha da Silva Moreira agradeco

pela amizade e auxilio em todos os momentos;

Aos colegas e amigos Guilherme Ramos Oliveira e Freitas, Loyane Bertagnolli Coutinho, Rosiane
Nascimento Alves e Daiane Silva Resende, pessoas muito especiais a quem tenho muito estima e
admiragdo, agradeco pela companhia nos momentos de dificuldade compartilhados e nos momentos

de distracdo depois de um dia duro de trabalho. Vocés sdo presentes de Deus;

A colega e amiga de pés-graduaco Juliana Sifva Miranda do Laboratério de Tmunologia que ndo
mediu esforcos em auxiliar em meus experimentos. Aos demais amigos do Laboratério de Imunologia

agradeco pela amizade e pelas sugesties que enriqueceram meu trabalho;

Aos colegas de pos-graduacdo engragados e aos sérios, aos que algumas vezes me jogaram no chdo e
aqueles que sempre me levantaram, a todos que de alguma forma fizeram parte de minha vida,

agradeco pela amizade e pelos momentos enriquecedores vividos no dia a dia;

Aos mestres do Programa de Pos-graduagdo em Imunologia e Parasitologia Aplicadas, que
compartilharam comigo seus conhecimentos e sua propria existéncia, e que, além disso, me deram

apoio nas horas mais dificeis de minha jornada, o meu sincero agradecimento;

A Universidade Federal de Uberlindia pela oportunidade de realizar este projeto e ao CNPq pelo

apoio financeiro;

Hd muito mais a quem agradecer... Enfim agradeco a todos aqueles que, embora ndo nomeados,
direta ou indiretamente, contribuiram para a minha formagdo profissional e pessoal, o meu

reconhecimento e carinhoso muito obrigada !!!



LISTA DE ABREVIACOES

°C Graus Celsius
% Por cento/porcentagem
CEP Comiss&o de Etica em Pesquisa em Seres Humanos

CEUA  Comité de Etica na Utilizagdo de Animais
DAB Diaminobenzidina

DO Densidade Optica

ELISA  Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay
ED Eficiéncia do diagnostico

EDTA  Ethylenediamine tetracetic acid

EA Extrato alcalino total

EAD Fracao detergente do extrato alcalino
EAA Fracdo aquosa do extrato alcalino

ES Extrato salino total

ESA Fracdo aquosa do extrato salino total
ESD Fracdo detergente do extrato salino total
Fn Falso negativo

Fp Falso positivo

g Gravidade

Grupo 1  Pacientes com estrongiloidiase

Grupo 2  Pacientes infectados por outros parasitos intestinais
Grupo 3  Individuos aparentemente saudaveis

IB Immunoblotting

IgA Imunoglobulina A



1gG Imunoglobulina G

IgE Imunoglobulina E
IgM Imunoglobulina A
IL Interleucina

INF-y Interferon vy

IR indice de reatividade
kDa Kilodaltons
M Molar

MHC Major histocompatibility complex

mL Mililitros

nm Nanbmetro

OMS Organizacdo Mundial de Saude

OPD Ortofenilenodiamina

PBS Phosphate buffered saline (Solugéo salina tamponada com fosfato)

PBS-T Phosphate buffered saline — Tween (Solucéo salina tamponada com fosfato
adicionada de Tween 20)

PBS-TM  Phosphate buffered saline — Tween - Molico (Solugéo salina tamponada com
fosfato adicionada de Tween 20 e leite desnatado — Molico)

SDS-PAGE Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis

Se Sensibilidade
Sp Especificidade
Ta Temperatura ambiente

TG-ROC Two-graph receiver operating characteristic
Tris Hidroximetil

Tris-HCI  Solucéo de Tris adicionada de HCI



Tween-20 Polioxietilensorbitano-monolaurato

TX-114  Triton X-114

UFU Universidade Federal de Uberlandia
Vn Verdadeiro negativo
Vp Verdadeiro positivo

ulL Microlitros



SUMARIO

Pag
RESUMO X1l
ABSTRACT XIHI
1 - INTRODUCAO 14
1.1 — Aspectos bioldgicos de Strongyloides stercoralis 15
1.2 — Epidemiologia da estrongiloidiase humana 18
1.3 — Aspectos clinicos da estrongiloidiase humana 19
1.4 — Tratamento da estrongiloidiase humana 20
1.5 — Resposta imune do hospedeiro 20
1.6 — Diagndstico da estrongiloidiase humana 23

1.7 — Antigenos heterélogos no diagnostico imunolégico da estrongiloidiase 26

humana
1.8 — Fracionamento por Triton X-114 28
2 - OBJETIVOS 30
2.1 — Objetivos Gerais 30
2.2 — Objetivos Especificos 30
3 - MATERIAL E METODOS 31
3.1 — Aspectos éticos 31
3.2 — Amostras de soro 31
3.3 — Obtencdo de larvas filaridides (L3) de S. venezuelensis 32
3.4 — Preparacao do extrato salino total de S. venezuelensis 33
3.5 — Preparacao do extrato alcalino total de S. venezuelensis 33

3.6 — Fracionamento do extrato salino e alcalino total de S. venezuelensis 34

através de Triton X-114 para obtencdo de fracGes hidrofébica e

hidrofilica
3.7 — Perfil eletroforético das amostras antigénicas em SDS-PAGE 37
3.8 — Coloragéo do gel por nitrato de prata 38
3.9 — Teste ELISA para deteccdo de anticorpos IgG anti-Strongyloides 39
3.10 — Immunoblotting para deteccdo de 1gG 42
3.11 — Normas de Biosseguranca 43

3.12 — Andlise Estatistica 44



4 — RESULTADOS

4.1 — Caracterizacdo das seis preparacdes antigénicas de Strongyloides
venezuelensis

4.2 — ELISA para deteccdo de IgG anti-Strongyloides utilizando as seis
preparagdes antigénicas de Strongyloides venezuelensis

4.3 — Immunobloting para deteccédo de 1gG anti-Strongyloides de S.
venezuelensis utilizando extratos totais salino (ES) e alcalino (EA) e
suas respectivas fragOes detergente e aquosa

5 - DISCUSSAO

6 — CONCLUSOES

7 — REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

8 — ANEXO

Artigo Cientifico referente a Dissertagdo publicado em periodico

internacional (Fator de Impacto: 2.139)

46
46

49

61

68

73

74
86



Xl

RESUMO

A estrongiloidiase humana é uma parasitose intestinal de importancia mundial, ocorre
de forma assintomatica em 50% dos individuos infectados, contudo, pode causar
hiperinfeccdo e disseminacdo em pacientes imunodeprimidos. A utilizagdo do diagnostico
preciso é de grande importancia para identificacdo e controle desta parasitose. O emprego de
antigenos fracionados tem possibilitado o desenvolvimento de testes diagndsticos mais
confiaveis, uma vez que apresentam sensibilidade e especificidade superiores aos antigenos
de extratos totais. O objetivo do presente estudo foi caracterizar e comparar 0s extratos totais
salino (ES) e alcalino (EA) de Strongyloides venezuelensis e suas respectivas fracdes
detergente (ESD e EAD) e aquosa (ESA e EAA) no imunodiagndstico da estrongiloidiase
humana. As fracBes antigénicas foram obtidas a partir dos extratos ES e EA por
fracionamento com Triton X-114 e testadas em amostras de soro para detec¢do de IgG pelo
teste ELISA e pelo immunoblotting (IB). Foram analisadas 120 amostras de soro: 40 de
pacientes com estrongiloidiase (Grupo 1), 40 de pacientes com outras infeccOes parasitarias
(Grupo 2) e 40 de individuos aparentemente saudaveis (Grupo 3). Exames parasitoldgicos de
Baermann-Moraes e Lutz foram realizados com trés amostras de fezes por individuo para
identificacdo ou ndo de parasitos intestinais. Foram calculadas a sensibilidade, especificidade
e eficiéncia do diagndstico de cada teste empregado para cada preparacdo antigénica. As
sensibilidades e especificidades dos testes ELISA foram 90% e 90% (ES); 95% e 95% (ESD);
90% e 90% (ESA); 92,5% e 93,8% (EA); 87,5% e 88,8% (EAD) e 77,5% e 78,8% (EAA)
respectivamente e no 1B foram 95% e 92,5% (ES); 95 e 96,3% (ESD); 82,5% e 97,5% (ESA);
90% e 95% (EA); 92,5% e 95% (EAD) e 45% e 100% (EAA). No IB cada extrato demonstrou
um perfil diferente de componentes antigénicos imunodominantes com variacdes entre as
bandas de peso molecular aparente de 126, 126-90, 90, 55, 45-41, 45-33, 33 e 28 kDa. A
eficiéncia de diagndstico para os testes ELISA e IB para cada extrato foram: 90% e 93,3%
(ES); 95% e 95,8% (ESD); 90% e 92,5% (ESA); 93,3% e 93,3% (EA); 88,3% e 94,2% (EAD)
e 78,3% e 81,7% (EAA). A fracdo detergente obtida do extrato salino total de S. venezuelensis
apresentou melhor eficiéncia de diagndstico em ambos os testes, e € recomendada como
antigeno alternativo no imunodiagnostico da estrongiloidiase humana.

Palavras-chaves: Estrongiloidiase, Imunodiagnostico, Strongyloides venezuelensis,
Antigenos.
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ABSTRACT

Evaluation of antigenic fractions of Strongyloides venezuelensis obtained by
hydrophobicity in the immunodiagnosis of human strongyloidiasis

Human strongyloidiasis is an intestinal parasitosis of worldwide importance, is asymptomatic
in 50% of infected individuals, however, can cause hyperinfection and dissemination in
immunosuppressed patients. The use of accurate diagnosis is very important for identification
and control of this disease. The use of fractionated antigens has enabled the development of
diagnostic tests more reliable, the sensitivity and specificity greater than total extracts. The
aim of this study was to characterize and compare the total saline extract (ES) and alkaline
(EA) of Strongyloides venezuelensis and their fractions detergent (ESD and EAD) and
aqueous (ESA and EAA) in the immunodiagnosis of human strongyloidiasis. The antigenic
fractions were obtained from the ES and EA extracts by fractionation with Triton X-114 and
tested in serum samples to detect 1gG by ELISA and by immunoblotting (I1B). We analyzed
120 serum samples: 40 patients with strongyloidiasis (Group 1), 40 patients with other
parasitic infections (Group 2) and 40 apparently healthy individuals (Group 3). Parasitological
tests Baermann-Moraes and Lutz were performed with three samples of faeces per individual
for identification or not of intestinal parasites. We calculated the sensitivity, specificity and
diagnostic efficiency of each test employed for each antigenic preparation. Sensitivities and
specificities of ELISA were 90% and 90% (ES), 95% and 95% (ESD), 90% and 90% (ESA),
92.5% and 93.8% (EA), 87.5% and 88.8% (EAD) and 77.5% and 78.8% (AAS) respectively
and the 1B were 95% and 92.5% (ES), 95 and 97.5% (ESD), 82, 5% and 97.5% (ESA), 90%
and 95% (EA), 92.5% and 95% (EAD) and 45% and 100% (AAS). In IB each extract showed
a different profile of immunodominant antigenic components with variations between bands
of apparent molecular weight of 126, 126-90, 90, 55, 45-41, 45-33, 33 and 28 kDa. The
efficiency of diagnosis for the ELISA and IB for each extract were 90% and 93.3% (ES), 95%
and 96.7% (ESD), 90% and 92.5% (ESA), 93.3% and 93.3% (EA), 88.3% and 94.2% (EAD)
and 78.3% and 81.7% (AAS). The detergent fraction obtained of total salt extract of S.
venezuelensis showed better diagnostic efficiency in both tests and is recommended as an
alternative antigen in the immunodiagnosis of human strongyloidiasis.

Keywords: Strongyloidiasis, Immunodiagnosis, Strongyloides venezuelensis, Antigens.
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1 - INTRODUCAO

A estrongiloidiase ¢ uma parasitose intestinal causada por nematdédeos do género
Strongyloides que acomete mamiferos, principalmente o homem, mas pode ser encontrada em
outras espécies, tais como: aves, répteis e anfibios (VINEY; LOK, 2007).

O nemat6deo 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 o homem, Strongyloides stercoralis, (Bavay, 1876) Stiles &
Hassal (1902) considerada a de maior importancia clinica, e a espécie Strongyloides
fuelleborni (Grassi, 1879), causadora da estrongiloidiase humana na Africa e nas Filipinas
(GROVE, 1996).

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 de seu ciclo evolutivo completo ocorreu apenas 50
anos apos a descoberta do parasito (SIDDIQUI; BERK, 2001). 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.

Outras espécies, tais como Strongyloides venezuelensis e Strongyloides ratti sdo muito
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 pelo S. venezuelensis, ocorre a
migracdo das larvas através do pulméo antes de se estabelecerem na mucosa intestinal do

hospedeiro sendo similar & migracéo de S. stercoralis em humanos (FERREIRA et al.,2007).
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A infecgdo 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;
VADLAMUDI; CHI; KRISHNASWAMY, 2006; MONTES et al. 2009). Pacientes
imunossuprimidos como, por exemplo, pacientes com HIV/AIDS, pacientes sob tratamento
com corticosterdides, pacientes transplantados, com neoplasias, tuberculose, subnutricdo e/ou
alcoolismo, tém sua resposta imune celular comprometida, e dessa forma estdo predispostos
ao desenvolvimento de infec¢des graves causadas pelo S. stercoralis (OLIVEIRA et al., 2002;
FERREIRA, 2005; SILVA et al., 2005; MARCOS et al., 2008; VAIYAVATJAMAI et al.,
2008). Outras doencas croénicas como, por exemplo, glomerulonefrite e diabetes mellitus
também influenciam nos aspectos imunoldgicos, patogénicos e patolégicos da

estrongiloidiase (MENDONCA et al., 2006).

1.1 — Aspectos bioldgicos de Strongyloides stercoralis

As espécies de Strongyloides sdo 0s menores nematodeos 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 geracdes homogdnicas ou diretas em ciclos
parasitarios; e heterogbnicas ou indiretas, em repetidas proles de vida livre (MORAES, 1948;

LEVINE, 1979; COSTA-CRUZ, 2005). As diferentes espécies do género tém ciclos de vida
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semelhantes com alguns detalhes variando entre elas (ANDERSON, 2000; VINEY, LOK,
2007; FERREIRA et al., 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
rabditdides (L2): podem ser tripl6ides (3n), diploides (2n) ou hapldides (1n), e sdo liberadas
no interior do hospedeiro. As larvas filaridides (L3): tripldides (3n) originam-se a partir das
larvas rabditoides. S&o as formas infectantes do parasita, sendo capazes de penetrar pela pele
ou mucosas. As fémeas dipldides (2n) e machos hapldides (1n) de vida livre sdo originados
também a partir das larvas rabditdides (GROVE, 1996; COSTA-CRUZ, 2005). Estas fases
evolutivas podem se desenvolver em dois ciclos distintos. O primeiro € o direto ou
partenogenético, no qual as larvas rabditoides (L2) chegam ao meio externo levadas pelas
fezes, onde transformam-se diretamente em larvas filaridides (L3) infectantes. O segundo
ciclo € o indireto ou de vida livre, no qual as larvas rabditdides (2n) e (1n) transformam-se,
respectivamente, em fémeas e machos de vida livre, que por reproducéo sexuada, originam
larvas filarioides infectantes (L3) (GROVE, 1996).

Os hospedeiros humanos tornam-se infectados por S. stercoralis quando as larvas
filaridides L3 penetram ativamente a pele integra ou ocasionalmente pelas mucosas,
principalmente pela boca e eséfago quando sdo deglutidas através de alimentos contaminados.
Essas larvas secretam proteases que auxiliam tanto na penetracdo quanto na migracao através
dos tecidos. Apds a penetracdo, as L3 caem na circulacdo sangiiinea, 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 sdo deglutidas, passando pelo es6fago,

estomago e finalmente, atingem o intestino e se instalam na mucosa do duodeno e jejuno,
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chegando a maturidade como fémeas partenogenéticas parasitas que iniciam a oviposi¢do. Os
ovos de S. stercoralis sdo eliminados j& larvados na mucosa intestinal do hospedeiro humano
e eclodem antes da eliminagdo das fezes. Este fato torna dificil a visualizagdo 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, 2005).

A contaminacdo do solo pelo parasita resulta do habito de defecacdo no chdo. Para que
as larvas rabditdides sobrevivam no solo, desenvolvam-se até adultos machos e fémeas de
vida livre e se multipliquem, sdo necessarias algumas condigdes ambientais. O solo deve ser
arenoso, poroso, rico em matéria organica, imido e com auséncia de luz direta. A temperatura
6tima varia entre 25 a 30°C, a evolugéo torna-se lenta entre 11 e 19°C, e abaixo de 8°C as
larvas rabditéides tornam-se inviaveis (REY, 2001).

Este modo de transmissdo descrito anteriormente € o modo usual, chamado de hetero
ou primoinfeccdo, que ocorre através da pele, mas ha outros tipos de infeccdo, como auto-
infeccdo que é caracteristica peculiar deste parasito (TAKAMURE, 1995; VINEY; LOK,
2007). A auto-infeccdo 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 c6lon), aumentando assim
a carga parasitaria. A auto-infeccdo é responsavel pela longa permanéncia do parasita no
hospedeiro e o principal fator no desenvolvimento das formas graves da estrongiloidiase
(CARVALHO; PORTO, 2004). O processo de auto-infeccdo pode sofrer exacerbacdo com
aumento do nimero de larvas e fémeas paternogenéticas, chamado de hiperinfeccdo que
podem se disseminar por todo organismo e persistir por muitas décadas (COSTA-CRUZ,

2005; VINEY; LOK, 2007).
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1.2 — Epidemiologia da estrongiloidiase humana

A estrongiloidiase tem distribuicdo mundial heterogénea, em &reas de predilecdo no
sudoeste da Asia, Brasil, Colémbia, Sul dos Apalaches, Leste Europeu, Oeste da Africa,
algumas ilhas do Caribe e regides dos Estados Unidos (GENTA, 1989, BOULWARE et al.,
2007; FARDET et al., 2007; MARCOS et al., 2008). Estima-se que entre 30 e 100 milhdes de
pessoas no mundo encontram-se infectadas com S. stercoralis (KOSUBSKY; ARCHELLI,
2004; VINEY; LOK, 2007). 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). As éareas endémicas estdo situadas,
principalmente, entre os tropicos, especialmente, nos paises subdesenvolvidos ou em
desenvolvimento da Asia, América Latina e Africa Subsaariana (KOZUBSKY; ARCHELLI,
2004; SANDOVAL et al.,, 2004; FARDET et al., 2007). Nas regides desenvolvidas do
mundo, como Sudeste da América do Norte e Europa, as infeccbes sdo frequentes em
trabalhadores do campo e também tem origem ndo autoctone em razdo dos imigrantes e
visitantes de areas endémicas (CELEDON et al., 1994; SIDDIQUI; BERK, 2001; MARCOS
et al., 2008).

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

No Brasil, a prevaléncia da estrongiloidiase varia de 3% a 82% representando grande
importancia na saude publica. As maiores taxas de prevaléncia foram encontradas nos estados
do Amap4, Goias, Ronddnia e Minas Gerais (MINISTERIO DA SAUDE, 2005). As taxas de

infeccdo variam de acordo com a regido analisada, o grupo populacional e os métodos de
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diagndstico parasitolégico empregados pelos pesquisadores, o que dificulta a comparacdo dos
dados (KOZUBSKY; ARCHELLLI, 2004).

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 alcodlatras (OLIVEIRA et al.,
2002), 12% em pacientes HIV positivos (SILVA et al., 2005); 3,8% em pacientes diabéticos

(MENDONCA et al., 2006) e 4,4 % em puérperas lactantes (MOTA-FERREIRA et al., 2009).

1.3 — Aspectos clinicos da estrongiloidiase humana

A maior parte dos individuos com estrongiloidiase possui a forma assintomatica ou
apresentam manifestacfes 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 diminuicao
da resisténcia organica e o estado de nutri¢do do paciente, podendo evoluir com largo espectro
de manifestagdes 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 (FERREIRA, et al., 1999;
SIDDIQUI; BERK, 2001; KEISER; NUTMAN, 2004; SILVA et al., 2005; GREINER,;
BETTENCOURT; SEMOLIC, 2008; VAIYAVATJAMAI et al., 2008).

Clinicamente, a forma aguda da estrongiloidiase € pouco detectada em areas
endémicas e as manifestacdes clinicas sdo decorrentes da penetracdo da larva na pele e da sua
migracdo, causando erupgdo eritémato-papulosa, pruriginosa, conhecida como larva currens.

A forma cronica pode ser leve, moderada ou grave; quando é leve, geralmente é
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assintomatica. Nas formas moderada e grave podem ser reportados sinais e sintomas cutaneos,
pulmonares e gastrointestinais mais sérios, hd predominio de manifestacfes digestivas como
dor abdominal, diarréia e vOmitos, sendo estas manifestagdes mais intensas na forma
disseminada, podendo levar a desidratacdo, sindrome da ma absorcdo, isquemia mesentérica,
distarbios hidroeletroliticos, hipoalbuminemia e, em alguns casos, a ileo paralitico e obstrucdo
intestinal. O envolvimento pulmonar acarreta em tosse e hemoptise decorrentes da migragéo
larval. Nos casos mais graves ha a possibilidade de ocorrer broncopneumonia, desenvolver
cavitacOes e abscessos associados as infeccdes bacterianas. Nas formas graves da doenca, o
parasito pode ser encontrado em varios orgdos como: figado, pulméo, coracdo e sistema
nervoso central (FERREIRA et al.,, 1999; COSTA-CRUZ, 2005; VADLAMUDI; CHI;

KRISHNASWAMY, 2006; VELOSO; PORTO; MORAES, 2008).

1.4 — Tratamento da estrongiloidiase humana

O tialbendazol e albendazol sdo drogas de escolha para o tratamento da
estrongiloidiase desde 1960, mas apresentam varios efeitos colaterais e sdo pouco eficazes
para controle da endemia, desta forma a ivermectina droga inicialmente de uso na medicina
veterinaria, tem sido a mais empregada, sendo bastante efetiva e segura no controle de
doencas endémicas como a estrongiloidiase humana (LINDO et al., 1996; FERREIRA et al.,

1999, ZAHA et al., 2000; MILLER et al., 2008).

1.5 — Resposta imune do hospedeiro

A imunidade desenvolvida pelo hospedeiro mediante infec¢cdo por nematédeo pode

ocorrer por meio de mecanismos de destrui¢cdo do verme adulto ou das larvas durante a auto-
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infeccdo. Na resposta imune estdo envolvidas células T antigeno especificas que liberam
citocinas e induzem a producdo de anticorpos e mudancas inflamatérias (ONAH; NAWA,
2000; PORTO et al., 2002; NEGRAO-CORREA et al., 2007).

Estudos envolvendo a resposta imune contra helmintos tem sido realizada em modelos
experimentais e, nestes casos ha evidéncias de que tanto a resposta imune celular como a
humoral estdo envolvidas contra estes parasitos (MACHADO et al., 2005; 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 producdo de Interleucinas
IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13, envolvidas na sinalizacdo das celulas (OVINGTON; BEHM,
1997; TURNER et al., 2003; COSTA-CRUZ, 2005; MONTES et al., 2009). As interleucinas
produzidas induzem rapida resposta humoral mediada por IgE, e resposta celular mediada por
eosinofilos, basofilos, mastdcitos, associados com a destruicdo das larvas e eliminacdo dos
vermes (GENTA, 1996; WEINSTOCK; SUMMERS; ELLIOTT, 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 linfécitos T CD4+, via MHC
(complexo de histocompatibilidade principal) classe Il, que assim podem desempenhar sua
funcdo na resposta imune adaptativa. As células TCD4+ podem ser divididas em duas
populacdes 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 ¢ responsavel pela

resposta imune celular, enquanto as células Th2, associadas as respostas imunes contra
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alérgenos e helmintos, secretam citocinas e cooperam com os linfécitos B na producdo de
anticorpos especificos. Como as células Thl e Th2 secretam citocinas com fungdes
antagonicas, existe uma modulacdo da atividade celular (ONAH; NAWA, 2000; PORTO et
al., 2002; MACHADO et al., 2005; HIRATA et al., 2006; RODRIGUES et al., 2007).

No mecanismo T-independente ha 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 interleucina 1 (IL-1) que atuam nas células caliciformes do
intestino estimulando a proliferacdo das mesmas, e conseqliente aumento na producdo de
muco. O muco é secretado na luz intestinal e reveste as fémeas parasitas, o que previne o
estabelecimento na mucosa ou leva a expulsdo delas. Assim, proteinas do muco
gastrointestinal, as mucinas, sdo constituintes da primeira linha de defesa do hospedeiro
contra os helmintos. As mucinas séo glicoproteinas poliméricas ricas em residuos de
aminodacidos que se ligam a sitios para oligossacarideos presentes no tegumento dos parasitos
(MARUYAMA et al., 2000, 2002; ONAH; NAWA, 2000; MACHADO et al., 2005).

A hipersensibilidade mediada pela IgE antigeno-especifica € a mais rapida resposta
imune efetora contra os parasitos e inicia-se quando os mastacitos ja sensibilizados liberam os
mediadores pré formados estocados em granulos intracitoplasmaticos que incluem a
histamina, heparina, proteases e fatores quimiotaticos para eosinofilos e neutrofilos
(GALIOTO et al, 2006). Niveis elevados de IgE foram demonstrados em pacientes
imunocompetentes com estrongiloidiase (RODRIGUES et al., 2004), mas, na doenca
disseminada e os 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
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concentracdo de IgA e IgM, entretanto, ndo ha alteracdo nos niveis de 1gG (COSTA-CRUZ,
2005).

A 1gG é a principal imunoglobulina do soro, correspondendo entre 70-75% do total de
anticorpos séricos. A classe engloba 4 subclasses, 1gG1, 1gG2, 1gG3 e IgG4 distintas nas
sequéncias de amino&cidos no dominio das cadeias constantes (OCHS; WEDGWOOD, 1987,
ABBAS; LICHTMAN; POBER, 2003). Entre as subclasses de 1gG forma-se principalmente
IgG1 e IgG4 na elaboragdo da resposta imune contra S. stercoralis (ATKINS et al., 1999;
MACHADO et al., 2005; RODRIGUES et al., 2007). Acredita-se que 1gG4 esta envolvida no
blogueio da resposta protetora promovida pela IgE, ou seja, modula as respostas alérgicas
IgE-mediadas pela ligacdo em sitios dos mastécitos (ATKINS et al., 1997; ATKINS et al.,
1999; RODRIGUES et al., 2007). E possivel que o aumento dos niveis de 1gG4, que se segue
as infec¢cOes primarias, reduza a expulséo dos parasitos, pelo fator mencionado anteriormente,
0 que permite o estabelecimento das fémeas parasitas. Assim, a estrongiloidiase cronica pode
ser resultado da diminuicdo das respostas de hipersensibilidade (IgE-mediadas) para a
persistente autoinfeccdo e, que consequentemente, reduz os efeitos imunopatoldgicos da
anafilaxia constante (ATKINS et al., 1997). No entanto, nos casos de doenca disseminada e

casos de imunossupressdo, os niveis de IgE podem estar normais (MARCQOS, 2008).

1.6 — Diagnostico da estrongiloidiase humana

O diagnostico clinico da estrongiloidiase é dificil de ser realizado, pois a maioria dos
casos sdo assintomaticos ou quando com sintomatologia presente, os sintomas pulmonares e
intestinais sdo comuns as outras parasitoses, dessa forma torna-se necessario a utilizacdo de
exames parasitoldgicos e imunologicos complementares (LIU; WELLER, 1993; SIDDIQUI;

BERK, 2001; AGRAWAL; AGARWAL; GHOSHAL, 2009; ANAMNART et al., 2010).
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Classicamente, o diagndstico baseia-se em métodos parasitolégicos que consistem na
identificacdo de formas parasitarias de S. stercoralis nas fezes. As larvas podem também ser
encontradas no fluido duodenal, lavado brénquico e ocasionalmente em fluidos e tecido do
hospedeiro. Diversos relatos da presenca de larvas rabditoides ou filaridides de S. stercoralis
ja foram detectados em broncoscopias (UPADHYAY et al., 2001), lavados broncoalveolares
(LY et al., 2003; MAYAYO et al., 2005; GRAPSA et al., 2009), escarro (KIM et al., 2005) e
fluido cérebro-espinhal (KOTHARY; MUSKIE; MATHUR 1999), principalmente em
individuos sob corticoterapia. Recentemente foi encontrado larvas de S. stercoralis na urina
de um paciente (PASQUALOTTO et al., 2009).

Em virtude da liberacdo de larvas nas fezes ser pequena e irregular, os métodos
parasitologicos convencionais tém baixa sensibilidade. Varias técnicas sdo utilizadas para
demonstrar as formas larvarias nas fezes, incluindo esfregaco direto em solucdo salina,
método de concentracdo formol-éter (RITCHIE, 1948) e método de Baermann-Moraes
(BAERMANN, 1917; MORAES, 1948) e suas variacdes, métodos de concentracdo por
sedimentacdo, cultura em placa de 4gar (ARAKAKI et al., 1988) e método de Harada-Mori
(HARADA; MORI, 1955).

Uma Unica amostra de fezes examinada para a investigacdo de larvas propicia a
deteccdo de cerca de 15 a 24% das infeccbes que ndo apresentam complicacBes, a
sensibilidade do diagnostico aumenta entre 55 e 78% se forem usadas trés amostras fecais,
podendo chegar perto de 100% com o uso de sete amostras (UPARANUKRAW;
PHONGSRI; MORAKOTE 1999; SIDDIQUI; BERK, 2001), porém como o exame de
multiplas amostras de fezes é bastante inconveniente para o paciente e consome muito tempo,
a maioria dos médicos reluta em utiliza-lo (HIRA et al., 2004). Deste modo, a auséncia de

larvas em poucas amostras de fezes ndo pode ser interpretada erroneamente como auséncia da
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infeccdo, o que justifica com grande relevancia a importancia de realizagdo de testes
imunolégicos para confirmar o diagnéstico (SIDDIQUI; BERK, 2001).

Testes imunoldgicos tém sido Gteis na avaliacdo da resposta imune do hospedeiro,
com a finalidade de esclarecimento do diagnostico clinico, e em inquéritos
soroepidemioldgicos por apresentarem elevada sensibilidade em relacdo aos métodos
parasitologicos (COSTA-CRUZ, 2005; RODRIGUES et al., 2007; MACHADO et al., 2008).

Apesar das dificuldades encontradas para obtencdo e purificacdo de antigenos, ja
foram descritas diversas técnicas sorologicas que podem ser utilizadas no diagndstico da
estrongiloidiase. As principais sdo: imunofluorescéncia indireta (RIFI), Enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) e Western blotting (MACHADO et al, 2001, 2003;
RODRIGUES et al., 2004; RODRIGUES et al., 2007; VAN DOORN et al., 2007; MOTA-
FERREIRA et al., 2009).

Estudos utilizando RIFI sdo direcionados para a pesquisa de diferentes classes de
anticorpos com variagcdes nas preparacdes antigénicas, como suspensdo de larvas ou corte de
larvas em criostato, e protocolo de montagem de laminas (COSTA-CRUZ et al., 1997,
MACHADO et al., 2001, 2003; RIGO et al., 2008; MOTA-FERREIRA et al., 2009). O teste
ELISA ¢ considerado superior aos outros testes sorologicos no que diz respeito a praticidade,
automacao, seguranca e disponibilidade de reagentes, além disso, a sensibilidade do teste
varia em torno de 85% a 95% e a especificidade pode chegar a 90% (ROSSI et al., 1993; LIU;
WELLER, 1993; SCHAFFEL et al., 2001; KOOSHA; FESHARAKI; ROKNI 2004, VAN
DOORN et al., 2007; MOTA-FERREIRA et al., 2009). A técnica Western blotting, também é
indicada como altamente sensivel e especifica no reconhecimento de fracBes protéicas
imunodominantes de Strongyloides (LINDO et al., 1994; ATKINS et al., 1999; PAULA et al.,
2000; SILVA et al, 2003; RIGO et al., 2008). Estudos utilizando Western blotting no

imunodiagndstico da estrongiloidiase confirmam que esta técnica é altamente sensivel e
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especifica no reconhecimento de fragdes protéicas da larva filaridide de S. stercoralis ou
heter6logas por anticorpos no soro de pacientes com estrongiloidiase (SATO et al., 1990;
UPARANUKRAW; PHONGSRI; MORAKOTE 1999; RODRIGUES et al, 2004;
MACHADO et al.,, 2008). As proteinas mais importantes reconhecidas pelos anticorpos
tinham massas moleculares de 28, 31, 41 e 205 kDa. Outros trabalhos divergiram desses
achados; foram realizados experimentos semelhantes, buscando proteinas que fossem
reconhecidas pelos anticorpos de pacientes com estrongiloidiase e obtiveram grande variacdo
nas massas moleculares das proteinas encontradas. Essa diferenca nos resultados deveu-se,
provavelmente, a utilizacdo de extrato bruto de larvas de S. stercoralis e também as diferencas
na padronizacao das técnicas (SATO et al., 1990; CONWAY et al., 1993b; CONWAY et al.,
1994; ATKINS et al., 1999, SILVA et al., 2003, SUDRE et al., 2006). Devido a dificuldade
na obtencdo de quantidades suficientes de larvas de S. stercoralis para a producdo dos extratos
utilizados nos testes diagnosticos, tornou-se conveniente a padronizacdo e utilizagdo de

antigenos heter6logos.

1.7 — Antigenos heterdlogos no diagndéstico imunolégico da estrongiloidiase

humana

A principal limitacdo para o uso de antigeno homologo em ensaios imunoldgicos é a
dificuldade na obtencdo de quantidades suficientes de larvas filaridides de S. stercoralis. Caso
a amostra fecal ndo provenha de um paciente com hiperinfeccéo e consideravel eliminacdo de
larvas de S. stercoralis (SIDDIQUI; BERK, 2001), ndo se consegue ndmero necessario de
larvas para preparacdo antigénica. Além disso, a manutencdo dessas larvas por meio de
inoculagdo em cées e posterior coprocultura (LOOS, 1905 apud NEVES et al.,, 2005),

representam problemas no que diz respeito a praticidade e seguranca na rotina laboratorial,
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uma vez que essa manutencdo é considerada um método complexo, que requer tempo e
oferece risco de infeccdo aos humanos pela manipulagcdo de larvas infectantes viaveis do
parasito (GROVE, NORTHERN, 1982; GROVE, 1996). Outra problemética se refere a
dificuldade de acomodacao e manutencao destes cées experimentalmente infectados.

Muitos pesquisadores vém utilizando antigenos heterdlogos, principalmente de S. ratti
e S. venezuelensis, pois sdo de facil obtencdo, podem ser favoravelmente mantidos em ratos
de laboratdrio (Rattus norvegicus) da linhagem Wistar. A coprocultura ndo oferece risco de
infeccdo helmintica para os manipuladores e o tempo na estufa é reduzido. Assim pode-se
manter a producdo de antigeno heterdlogo no laboratorio de forma constante e segura
(GROVE; BLAIR, 1981; NORTHERN et al., 1989; SATO et al., 1995a, COSTA-CRUZ et
al., 1997; NEGRAO-CORREA et al., 2006; MACHADO et al., 2008). Estes estudos com
modelos experimentais tém auxiliado, além da padronizacdo de novas técnicas de
imunodiagnostico, nas pesquisas referentes a biologia molecular, terapéutica e aspectos da
interacdo parasita-hospedeiro: ecologia, patologia e imunologia (NORTHERN et al., 1989;
COSTA-CRUZ, 2005, FERNANDES et al., 2008; GONCALVES et al., 2008; RODRIGUES
et al., 2009).

A reacdo de imunofluorescéncia indireta, utilizando-se larvas de S. stercoralis ou S.
ratti como antigenos (em cortes feitos com criostato), pode servir como subsidio para o
diagnostico da estrongiloidiase (COSTA-CRUZ et al.,, 1997, BOSCOLO et al., 2007).
Estudos que também utilizaram antigenos de S. stercoralis ou S. ratti na técnica de Western
blotting evidenciaram a presenca de componentes antigénicos distintos, que podem ser
utilizados como método adicional no diagndstico. Da mesma forma, outros estudos utilizando
antigenos de S. ratti no Western blotting encontraram 11 componentes antigénicos
imunodominantes (SILVA et al., 2003) e 5 com alta taxa de sensibilidade e especificidade;

(RODRIGUES et al., 2004).
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A composicdo antigénica de S. ratti foi comparada com a de S. stercoralis,
demonstrando-se que a primeira espécie pode ser utilizada como antigeno heterélogo para o
diagndstico em laboratério (NAGESWARAN; CRAIG; DEVANEY, 1994; SATO et al.,
1995b). Apesar dos grandes avancos, ainda é necessaria uma melhor comparacdo entre 0s
componentes antigénicos imunodominantes dessas duas espécies de Strongyloides (GROVE;
BLAIR, 1981; SATO et al., 1995a; COSTA-CRUZ et al., 1997; COSTA-CRUZ et al., 2003;
SILVA et al., 2003; MACHADO et al., 2003; RODRIGUES et al., 2004; RODRIGUES et al.,
2007).

Normalmente, as preparacdes antigénicas de Strongyloides, resultantes da extracdo de
antigenos soluveis totais, ndo possuem adequada especificidade, pois representam o extrato
bruto do parasito e possuem antigenos comuns a outros helmintos, favorecendo a reatividade
cruzada (GAM; NEVA; KROTOSKI, 1987; CONWAY et al., 1993a,b; LINDO et al., 1994,
1996; ROSSI et al., 1993; SUDRE et al., 2006). Dessa forma, a caracterizacao e identificacio
de fracBes antigénicas de alta especificidade e sensibilidade, obtidas a partir do fracionamento
de extratos totais de S. venezuelensis, por exemplo, auxiliardo nos estudos sorologicos e

melhor compreenséo da estrongiloidiase humana.

1.8 — Fracionamento por Triton X-114

A obtencdo e a identificacdo de proteinas de alta especificidade obtidas a partir do
fracionamento de extratos totais, constitui nova alternativa para obtencdo de preparacées
antigénicas que possibilitem um diagndstico mais preciso e confiavel. O fracionamento destes
extratos totais e analise das proteinas obtidas tem sido o principal objetivo de muitos estudos
sorolégicos no diagnéstico da estrongiloidiase (NORTHERN et al.; 1989; KEREPESI et al.,

2004, RIGO et al., 2008).
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A separagdo de proteinas pode ser feita por meio de vérias técnicas, e por meio da
utilizacdo de varios reagentes. Fracionamentos utilizando detergente ndo idnico Triton X-114
(TX-114) envolvem procedimentos simples e capazes de separar proteinas com caracteristicas
hidrofilicas de proteinas hidrofdbicas, presentes em um organismo. Este procedimento tem
sido aplicado por vérios autores e resultados satisfatdrios tém sido obtidos devido & utilizacéo
da fracdo hidrofébica (detergente) recuperada durante o fracionamento, demonstrando ser um
promissor candidato a antigeno em sorodiagnéstico utilizando ELISA com substancial
sensibilidade, especificidade e seguranca. (COLLEN et al., 2002; HENAFF; CREMET;
FONTENELLE, 2002; MACHADO et al., 2007).

Os procedimentos de fracionamento que utilizam TX-114 além de simples, sdo
considerados econémicos e altamente eficientes e apresentam outras vantagens quando
comparado a outros métodos de purificacdo, uma vez que ndo necessitam de equipamentos
especializados ou varios ciclos de ultracentrifugacdo. Além disso, apresentam baixa
toxicidade em relacdo as extragbes que utilizam solventes organicos (BORDIER, 1981;
BRICKER et al., 2001; MANZOORI, BAVILI-TABRIZI, 2002).

A solucdo detergente TX-114 é um produto que possui forma homogénea a 0°C, mas
com possibilidade de separar-se em fase aquosa e fase detergente em temperaturas superiores
a 20°C. Durante o processo de fracionamento as proteinas hidrofilicas sdo encontradas
exclusivamente na fase aquosa e as proteinas integrais de membrana sdo recuperadas na fase
detergente (BORDIER, 1981; NORTHERN, et al., 1989).

A obtencdo e a identificacdo de antigenos de alta especificidade obtidas a partir de
extratos salino e alcalino totais de espécies do género Strongyloides podem ser de grande

aplicabilidade no diagndstico da estrongiloidiase.
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2 - OBJETIVOS

2.1 - Objetivos Gerais:

v’ Caracterizar e comparar as fracGes antigénicas detergente e aquosa obtidas a partir dos
extratos salino (ES) e alcalino (EA) totais de S. venezuelensis no diagndstico

soroldgico da estrongiloidiase humana.

2.2 - Objetivos Especificos:

v' Fracionar os extratos salino e alcalino por hidrofobicidade por meio do uso de Triton

X-114 para obtencéo das fracOes detergente e aquosa;

v’ Detectar anticorpos IgG especificos nas amostras de soro humano pelos testes ELISA

e Immunoblotting, frente as seis preparagdes antigénicas;

v' Comparar o potencial antigénico dos extratos totais e das fracdes obtidas, bem como a
sensibilidade, especificidade e eficiéncia de diagnostico para cada um, no diagndstico

da estrongiloidiase humana.
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3-MATERIAL E METODOS

3.1 — Aspectos éticos

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa/UFU sob o
protocolo de N°® 353/08 e foi realizado no Laboratério de Diagndstico de Parasitoses, Instituto
de Ciéncias Biomédicas, Universidade Federal de Uberlandia (UFU).

As amostras de soro utilizadas neste estudo foram provenientes do Banco de amostras
Biologicas do Laboratorio de Diagnéstico de Parasitoses da UFU, e sua manutencdo foi
aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP/UFU) sob o protocolo de N2 041/2008.

A manutencédo da cepa de S. venezuelensis em Rattus novergicus Wistar foi aprovado
pelo Comité de Etica na Utilizagdo de Animais (CEUA/UFU) sob o protocolo de N°

075/2008.

3.2 — Amostras de soro

Um total de 120 amostras de soro disponiveis no Banco de Amostras Bioldgicas, no
Laboratorio de Diagndstico de Parasitoses da UFU foram utilizadas para validacdo dos testes
diagndsticos. Constituem amostras de soro de pacientes atendidos no Hospital de Clinicas da
Universidade Federal de Uberlandia e voluntarios da UFU.

Estas amostras foram distribuidas em 3 grupos de estudo:

Grupo 1 — 40 amostras de soro de pacientes com diagnostico parasitologico
positivo para S. stercoralis;
Grupo 2 — 40 amostras de soro de pacientes infectados por outros parasitos,

sendo: Ascaris lumbricoides (8), Enterobius vermicularis (6), Schistosoma
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mansoni (4), Hymenolepis nana (6), Taenia sp. (3), Giardia lamblia (5) e
Ancilostomideos (8);

Grupo 3 — 40 amostras de soro de individuos aparentemente saudaveis, baseado
em sua histéria clinica e sem evidéncias de contato prévio com S. stercoralis, e
que apresentaram diagnostico parasitoldégico de fezes negativo para qualquer

parasito.

Todos os individuos foram 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) para identificacdo ou ndo de parasitos.

Trés amostras de soro padrdo positivo, previamente coletadas de individuos com
diagnostico confirmado para estrongiloidiase, e trés amostras de soro padrdo negativo de
individuos aparentemente saudaveis, disponiveis no Banco de Amostras Biologicas do
Laboratorio de Diagnostico de Parasitoses/UFU foram utilizados como controles das reacoes

soroldgicas.

3.3 — Obtencéo de larvas filaridides (L3) de S. venezuelensis

A cepa L-2 de S. venezuelensis (Brumpt, 1934) foi isolada de roedor silvestre Bolomys
lasiurus (abril de 1986). Esta cepa foi mantida em Rattus norvegicus (Wistar),
experimentalmente infectados no Laboratério de Parasitologia do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade Federal de Uberlandia (UFU), Minas Gerais, Brasil.

Larvas filaridides de S. venezuelensis foram obtidas das fezes de ratos Wistar
experimentalmente infectados e foram mantidas em cultura de carvdo mineral por trés dias a
28°C, em estufa BOD, segundo Loos (IN: NEVES et al., 2005), e foram recuperadas pelo

método de Rugai et al., (1954). As L3 de S. venezuelensis depois de recuperadas e contadas
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foram utilizadas na infecgdo de novos ratos Wistar para a manutengdo da cepa, e outra parte

foi conservada a -20°C para producéo das preparagdes antigénicas.

3.4 — Preparacéo do extrato salino total de S. venezuelensis

O extrato salino total foi produzido a partir de aliquotas de 300.000 larvas filaridides
de S. venezuelensis conforme metodologia descrita por Rodrigues et al. 2007, com algumas
modificagdes. As larvas foram descongeladas e ressuspendidas em 100 pL de solugdo PBS a
0,15 M, pH 7,2. Depois foram trituradas no homogeneizador de tecidos por cinco ciclos de 5
minutos em banho de gelo. Posteriormente o homogenato foi submetido a 8 ciclos de ultra-
som de 20 segundos em banho de gelo. O preparado foi incubado sob agitacdo lenta por 18
horas a 4°C e em seguida, centrifugado a 12400 x g por 30 minutos a 4°C. O sobrenadante,
extrato salino, foi quantificado pelo método de Lowry (LOWRY et al., 1951) e estocados a -
20 °C. O procedimento foi repetido para obtencdo de quantidade necessaria de antigenos para

todos os procedimentos experimentais.

3.5 — Preparacao do extrato alcalino total de S. venezuelensis

A extrato alcalino total foi preparado segundo Machado et al. (2003), com algumas
modificacdes. Foram utilizadas aliquotas de aproximadamente 300.000 larvas filaridides de S.
venezuelensis. No tubo contendo as larvas foi adicionado 100 pL de NaOH 0,15M e este
preparado permaneceu em repouso por 6 h a 4° C sob agitacdo lenta. Posteriormente, foi
acrescentado HCI 0,3M (Merck, RJ, Brasil) até atingir pH 7,0 e a mistura foi centrifugada a
12400 x g por 30 min a 4°C. O conteldo protéico do sobrenadante foi quantificado pelo
método de Lowry (LOWRY et al., 1951) e estocado a — 20 °C. O procedimento foi repetido

para obtencdo de quantidade necessdria de antigenos para todos os procedimentos
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experimentais.

3.6 — Fracionamento do extrato salino e alcalino total de S. venezuelensis através

de Triton X-114 para obtencédo de fracfes hidrofébica e hidrofilica

As fracbes antigénicas hidrofébica (detergente) e hidrofilica (aquosa) dos dois
extratos: salino e alcalino de S. venezuelensis foram obtidas como descrito por Bordier (1981),
com algumas modificagdes, através do fracionamento com Triton X-114 (TX-114) (Sigma
Chem. Co., St Louis, MO). Para cada extrato, foram preparados trés lotes de fracionamentos
com TX-114 para obtencao de antigenos suficientes para todas as reacdes sorologicas: ELISA
e Immunoblotting.

Para cada lote, 0 processo de fracionamento partiu de uma massa protéica de 3 mg do
extrato salino (ES) e extrato alcalino (EA) obtidos nos itens 3.2 e 3.3, respectivamente, na
qual foi adicionada 600 pL de Tris (10 mM Tris-HCL, pH 7,4, 150 mM NaCl) e 1% TX-114.
A solucdo foi homogeneizada e mantida em banho de gelo por 10 minutos (12 etapa). Para
separacdo das proteinas um gradiente de 6% de sacarose, 10 mM Tris-HCI, pH 7,4, 150 mM
NaCl e 0,06% de TX-114 foi adicionado, na proporcdo de 2:3, e incubado a 37°C por 10
minutos (22 etapa). A solucédo foi entdo centrifugada por 10 minutos a 3000 x g a 25°C (32
etapa). O sobrenadante foi transferido para um novo tubo cbnico e a fracdo rica em
detergente, ou seja, a fracdo mais densa foi armazenada no mesmo tubo (4 etapa). Ao
sobrenadante obtido na 42 etapa foi acrescentado 1% de TX-114 a fresco, em seguida a
solucdo foi homogeneizada e mantida em banho de gelo por 10 minutos (5° etapa). A solucéo
obtida na 52 etapa foi transferida para o tubo armazenado na 42 etapa, e entdo mantida a 37°C
por 10 minutos, centrifugada a 3000 x g a 25°C por 10 minutos (62 etapa). O sedimento obtido
na 62 etapa constitui a fracdo detergente. Ao sobrenadante da 62 etapa foi adicionado (1:1) de

Tris e 4% de TX-114 sem sacarose. Esta solucdo foi homogeneizada e mantida em banho de
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gelo por 10 minutos, posteriormente a 37°C por 10 minutos e centrifugada a 3.000 x g a 25°C
por 10 minutos (72 etapa). O sobrenadante desta etapa constituiu a fracdo aquosa (A), sendo os
sedimentos descartados.

As fracBes proteinas detergente e aquosa purificadas (extrato salino detergente (ESD),
extrato salino aquoso (ESA), extrato alcalino detergente (EAD) e extrato alcalino aquoso
(EAA) foram precipitadas em acetona PA (Merck, RJ, Brasil) na proporcéo de 1:2 (v/v), a
4°C por 18 horas e centrifugadas a 3000 x g, a 4°C, por 30 minutos. Os sobrenadantes foram
cuidadosamente descartados e os precipitados ressuspendidos em 300 pL de Tris. A dosagem
proteica foi realizada pelo método de Lowry (LOWRY, 1951), utilizando como padrdo de
referéncia a soroalbumina bovina (Sigma Chem. Co., St Louis, MO). Este procedimento ¢

representado na Figura 1.
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1% Triton X114

12 ETAPA

Extratototal

10 min/4°C

6% (w/v)sacarose, 10 mh
Tris-HCL, pH 7.4, 150 m
NaCl, e 0,06% Triton X-114

10 min/37°C +
32 ETAPA 10 Min/3000 x g/25°C
[- 1% TX-114
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@ |

10 min/0°C
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10 min/0eC +
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10 min/37°C +
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= Sobrenadante —>» Fracéo aquosa

\_/ -3 Fraciao detergente )= Sedimento descartado

Figura 1. Esquema do processo de fracionamento através de Triton X-114. As fragdes
detergente e aquosa foram precipitadas em acetona (1:2) a 4°C por 18 horas e centrifugadas
1580 x g por 30 minutos a 4°C.
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3.7 — Perfil eletroforético das amostras antigénicas em SDS-PAGE

Para avaliar o perfil eletroforético dos dois extratos totais (ES e EA) e das respectivas
fracbes ESD, ESA, EAD e EAA, os mesmos foram submetidos a eletroforese vertical em gel
de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 12 % em condic¢Oes desnaturantes e ndo redutoras segundo
Laemmli, 1970.

O gel foi colocado entre placas de vidro medindo 10 x 8 cm, montadas com
espacadores de teflon de 0,75 mm de espessura.

Para a preparacdo do gel de separacdo, foi utilizado: Tris-HCI 0,375 M, pH 8,8
(Vetec); SDS (Dodecil Sulfato de Sodio, Pharmacia, NJ, EUA) a 0,1%; EDTA (&cido etileno-
diamino-tetra-acético, Gibco-Brl, NY, USA) a 2 mM; solucdo de acrilamida (Pharmacia) a
30%; bisacrilamida (N,N’- metileno-bis-acrilamida, Sigma Chem. Co., St Louis, MO) a 0,8%;
agua destilada; TEMED (N,N,N,N-tetrametil-amonometano, Sigma) a 0,125% e APS
(persulfato de amdnio, Vetec, RJ, Brasil) a 0,125%.

O gel preparado foi adicionado lentamente entre as placas, tomando-se cuidado para
evitar a formacao de bolhas no interior do gel; as placas foram adequadamente seladas com
solucdo de vaselina neutra e espacadores de Teflon. Para evitar a polimerizacdo do gel em
presenca de oxigénio foi adicionada uma camada de butanol (C4H100, Vetec) a qual foi
descartada ap0s a polimerizagédo do gel de separacao.

Em sequida, foi realizada a preparacdo do gel de empilhamento com Tris-HCI 0,125
M, pH 6,8; SDS 0,1%; EDTA a 2mM; solucdo de acrilamida a 29% e bisacrilamida a 1%;
agua destilada; TEMED a 0,125% e APS a 0,125%. O gel de empilhamento foi depositado na
placa sobre o gel de separacdo e moldado com o molde de teflon para a formacéo dos pocos
para aplicagdo das amostras. Apds a polimerizacdo completa deste, foram aplicadas as
amostras antigénicas previamente incubadas por 5 minutos a 100°C, em concentraco

aproximada de 20 pg de proteinas por poco. No momento de uso, o material antigénico foi
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diluido na proporcéo 1:1 em tamp&o de amostra (TRIS-HCI 0,1 M pH 6,8; SDS 4%; glicerol
20%; azul de bromofenol 0,2% e agua destilada). Foram aplicados também padrdes de alto e
baixo peso molecular (Sigma).

As placas de vidro foram encaixadas em cubas para eletroforese contendo tampéo
Tris-glicina a 0,025M pH 8,3 e a migracdo das proteinas realizada em corrente constante de

25 mA por aproximadamente 1 hora.

3.8 — Coloracéo do gel por nitrato de prata

A coloragdo do gel por nitrato de prata (AgNOs; Merck, RJ, Brasil) foi realizada
segundo de Friedman (1982), no qual os polipeptidios se destacam em tons amarelo ferrugem.

ApoOs a migracdo das proteinas o gel foi cuidadosamente mergulhado em solugéo
fixadora constituida de metanol a 50% (Merck), acido acético a 12% (Merck), formaldeido a
0,05% (Vetec, RJ), e agua destilada, por uma hora ou por aproximadamente 20 horas. Em
seguida, o fixador foi removido com etanol (Merck) a 50% em trés banhos de 20 minutos
cada. Posteriormente foi efetuado um pré-tratamento com solucdo de tiossulfato de sdédio
penta hidratado (Na;S,0s. 5 H,0) a 0,2% por um minuto. Em seguida, o gel foi lavado trés
vezes de 20 segundos cada, com agua destilada, e impregnado, com solucéo de formaldeido a
37% adicionado de agua e nitrato de prata (AgNO3) a 2%, ao abrigo da luz por 20 minutos. O
gel foi lavado em agua destilada por trés vezes de 20 segundos, e revelado com solucao
composta de 3 g de NaCOgs, 25 pL de formaldeido e 1 mL de tiossulfato de s6dio penta
hidratado a 0,2% (Merck) até o aparecimento da cor. A reacdo foi interrompida com solucao
de metanol a 50% e &cido acético glacial a 12% e o gel foi depositado entre folhas de papel

celofane para secar.
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3.9 — Teste ELISA para detecgédo de anticorpos 1gG anti-Strongyloides

Experimentos preliminares foram realizados com o objetivo de analisar as condigdes
6timas para o ELISA (concentracdo de antigeno, condicdo de bloqueio da placa, diluicdo ideal
de soro e conjugado a serem utilizados). Amostras de soro padrdo (positivas e negativas)
foram testadas nas dilui¢cdes 1:50, 1:80 e 1:200, o conjugado IgG de cabra anti-IgG humana-
peroxidase Fc specific (Sigma) foi testado nas dilui¢gdes 1:1000, 1:2000, 1:3000 e 1:4000 e foi
testada a condicéo de bloqueio e ndo bloqueio da placa com PBS-TM 3% apds sensibilizacdo
com 5 ou 10 ug de proteina por poco da placa.

Os testes ELISA para deteccdo de anticorpos 1gG Anti-Strongyloides em amostras de
soro do Grupo 1 (pacientes com estrongiloidiase), Grupo 2 (pacientes infectados com outras
parasitoses) e Grupo 3 (individuos saudaveis) utilizando os extratos ES e EA de S.
venezuelensis e 0s respectivos antigenos fracionados ESD, ESA, EAD e EAA foram
realizados segundo a técnica descrita por SILVA et al., 2003, com algumas modificacdes.

Microplacas de poliestireno foram sensibilizadas com 50 pL das amostras antigénicas
na concentracdo ideal de 5 pg/mL diluidas em tampao carbonato-bicarbonato 0,06 M, pH 9,6
e incubadas em camara Umida por 18 horas a 4°C. Em seguida as placas foram lavadas trés
vezes por 5 minutos em PBS contendo Tween 20 a 0,05% (PBS-T) (Sigma), e bloqueadas
com 200 pL de PBS-T a 0,05% contendo Molico a 3% (PBS-TM) e incubadas por 30 minutos
a 37°C em camara Umida. As placas foram novamente lavadas trés vezes por 5 minutos em
PBS-T e foi adicionado 50 pL por poco das amostras de soro a serem testadas (diluidas 1:80
em PBS-T). Em todas as placas foram incluidos controles de reacdo que constituiram de trés
amostras de soro padrdo positivo e trés amostras de soro padrdo negativo, além das amostras
de soros dos grupos de estudo, a serem testadas. Apds incubacdo por 45 minutos a 37°C e trés
lavagens de 5 minutos com PBS-T foi adicionado 50 pL de conjugado anti-lgG humana

marcada com peroxidase (Sigma), na diluicdo ideal de 1:2000. Apos trés lavagens de 5
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minutos com PBS-T a reacéo foi revelada pela adicdo de 50 pL do substrato H,O, (Merck) e
solucdo cromdgena de orto-fenilenodiamina - OPD (Sigma) preparado no momento do uso
(10 mg de OPD + 25 mL de tampao citrato fosfato pH 5,0 + 10 pL de H,0, 30%). Apds 15
minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, a reacdo foi interrompida pela adi¢do de
25 uL se solucdo de H,SO4 2N (Merck). A Figura 2 representa resumidamente as etapas do
teste ELISA.

Os valores de Densidade Optica (DO) foram determinados a 492 nm em leitor de
ELISA (Titertek Multiskan Plus Flow Laboratories). Os resultados foram arbitrariamente
expressos em indice de reatividade ELISA (IR), segundo formula IR = (DO amostra/ DO cut
off), sendo cut off calculado para cada placa, pelas médias das DO obtidas de 3 soros
controles negativos acrescidas de 2 desvios padrdes.

Os dados foram submetidos ao ‘two-graph receiver operating characteristic’ (TG-
ROC), que avalia concomitantemente os valores de sensibilidade e de especificidade para
obtencdo com precisdo do ponto 6timo (cut-off) da reacdo para cada extrato analisado

(GREINER; SOHR; GOBEL, 1995).
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3 lavagens com
PBS-T

Figura 2. Esquema do ensaio imunoenzimatico ELISA para determinacdo dos niveis de 1gG

especifica frente aos seis extratos antigénicos de S. venezuelensis
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3.10 — Immunoblotting para deteccéo de 1gG

Experimentos preliminares foram realizados com o objetivo de analisar as condigdes
6timas para o Immunoblotting (diluicdo ideal de soro e conjugado a serem utilizados).
Amostras de soro padrdo (positivas e negativas) foram testadas nas diluicdes 1:50, 1:100 e
1:200, e o conjugado IgG de cabra anti-lgG humana-peroxidase whole molecule (Sigma
Chem. Co., St Louis, MO) foi testado nas dilui¢bes 1:200, 1:400, 1:800 e 1:1500, sendo que
cada diluicdo do soro foi submetida as quatro dilui¢ces do conjugado.

A técnica Immunoblotting foi utilizada para caracterizar o perfil de proteinas das seis
preparacdes antigénicas; extratos totais ES e EA de S. venezuelensis, e as respectivas fracoes
detergentes (ESD e EAD) e aquosas (ESA e EAA); reconhecidas pelos anticorpos presentes
nas amostras de soro dos Grupos 1, 2 e 3. Assim cada um dos seis extratos antigénicos foi
submetido a SDS-PAGE a 12% (LAEMMLI, 1970), na concentracdo de aproximadamente
200ug de extrato por gel, juntamente com padrdes de alto e baixo peso molecular.

Apos a separacdo eletroforética, os componentes protéicos foram transferidos para
membrana de nitrocelulose (0,45 um - Sigma Chem. Co., St Louis, MO), utilizando sistema
de transferéncia Umido (Tanque Sub Eletrobotters - omniphor) de acordo com TOWBIN;
STAEHELIN; GORDON (1979), com algumas modificac@es. Foi preparado um “sandwich”
com trés folhas de papel filtro, membrana de nitrocelulose, gel de poliacrilamida contendo as
fracdes antigénicas e mais trés folhas de papel de filtro; todos umedecidos em tampéo de
transferéncia constituido de Tris 25 mM (Sigma), glicina 192 mM (Sigma Chem. Co., St
Louis, MO) e metanol a 20%, e foram colocados em uma cuba de transferéncia para aplicacao
de corrente elétrica de 0,8 mA por cm?, totalizando 120 mA e 250V, durante trés horas.

Terminada a transferéncia cada a membrana de nitrocelulose foi corada em solugéo de
Ponceau-S 0,5% (Sigma) em 4&cido acético 1%, para visualizar as fragbes antigénicas

verificando-se a eficiéncia da transferéncia. As membranas de nitrocelulose foram cortadas
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em tiras verticais de 3 mm de largura, lavadas com &gua destilada e bloqueadas com 1 mL de
solucdo PBS-T acrescido de 5% de leite desnatado (Molico Nestlé, SP, Brasil) (PBS-TM 5%)
por duas horas a temperatura ambiente, sob agitacdo horizontal lenta, em cAmara Umida. Apds
este periodo foi desprezada a solucdo bloqueadora, as tiras foram lavadas com 1 mL de
solucdo PBS-T acrescido de 1% de leite desnatado (PBS-TM 1%) e foi adicionada &s tiras
500uL das amostras de soro diluidas a 1:50 em solucdo PBS-TM 1%, e entdo foram
incubadas por 18 horas a 4°C sob agitacdo horizontal lenta.

Posteriormente as tiras foram submetidas a 6 ciclos de lavagens por um periodo de 5
minutos cada com 1 mL de PBS-TM a 1%. O conjugado de cabra anti-lgG humana
peroxidase (whole molecule) (Sigma) foi diluido em PBS-TM a 1% na dilui¢cdo (1:1500) e
500 uL foi adicionado as tiras, incubando-as por duas horas em temperatura ambiente.
Posteriormente as tiras foram lavas com 1 mL de PBS e a revelagdo da reatividade foi
efetuada pela adicdo de 3,3 diaminobenzidina (DAB) (Sigma) em PBS mais H,O, 30%. Apos
a visualizacdo das bandas antigénicas, a reacéo foi interrompida por lavagens sucessivas com
agua destilada. As tiras foram secas em temperatura ambiente, identificadas de acordo com a

amostra de soro e o antigeno usado, e entdo posteriormente foram analisadas.

3.11 — Normas de Biosseguranca

Todo procedimento de colheita e manuseio do material biolégico e dos reagentes e a

utilizacdo dos equipamentos foram realizados de acordo com as normas de biosseguranca de

Chaves-Borges; Mineo (1997).
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3.12 — Andlise Estatistica

A sensibilidade, especificidade e a eficiéncia do diagndstico (ED), bem como os valores
preditivos positivo (VPP) e negativo (VPN) foram calculados de acordo com Mineo et al.
(2005).

Foram utilizadas as seguintes formulas com as seguintes defini¢cGes: verdadeiro

positivo (Vp), verdadeiro negativo (\Vn), falso positivo (Fp) e falso negativo (Fn).

Sensibilidade % = Vp x 100/ (Vp + Fn)
Especificidade % =Vn x 100/ (Vn + Fp)

ED % =(Vp+Vn)x100/(Vp+Fp+Vn+Fn)

O peso molecular dos peptideos foi estimado a partir da curva de regressdo linear
construida pelos valores dos pesos moleculares dos marcadores em relacdo ao Rf
(motilidade relativa), utilizando o “Software GraphPad Prism versao5.0” (GraphPad Prism

Software, Inc.). O Rf de cada peso molecular foi obtido através da formula:

Rf = Distancia da origem a migracdo/ Distancia da origem até o ponto de referéncia

As andlises estatisticas dos resultados do teste ELISA foram realizadas a partir do
programa de computacao “Software GraphPad Prism versdo 5.0” (GraphPad Prism Software,
Inc.) utilizando o teste Man-Whitney teste-U para comparacdo entre oS grupos e teste de
Kruskall-Wallis (H) para comparar os diferentes extratos antigénicos. As frequéncias dos

componentes antigénicos reconhecidos por anticorpos IgG no Immunoblotting entre os
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diferentes grupos foram comparadas utilizando o teste de Fisher. As diferencas foram

consideradas significantes a um nivel de significancia de 5% (p< 0,05).
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4 - RESULTADOS

4.1 - Caracterizagdo das seis preparacfes antigénicas de Strongyloides

venezuelensis

O processo de fracionamento utilizando TX-114 se iniciou a partir de uma
concentracdo inicial de 3 mg de proteinas de cada extrato total. A concentracdo e o
rendimento protéico das quatro fragfes antigénicas obtidas estdo demonstrados na Tabela 1.

O perfil eletroforético dos antigenos totais, extrato salino (ES) e extrato alcalino (EA)
de S. venezuelensis, e suas respectivas fracGes detergente (ESD e EAD) e aquosa (ESA e
EAA), foram analisados em SDS-PAGE 12% pela coloracdo por nitrato de prata. ES mostrou
bandas protéicas com peso molecular aparente de 131, 100, 82, 75, 58, 45 e 35 kDa; na fracao
ESD apenas duas bandas foram identificadas, sendo, uma com peso aparente de 105 e outra
de 96 kDa, enquanto que na fracdo ESA foram identificadas bandas de 131, 93, 82, 75, 68, 45,
31, 28 e 24 kDa. As bandas vizualizadas em EA apresentaram peso molecular aparente de 95,
75, 55, 31 e 28 kDa, enquanto que na fracdo EAD foram identificadas bandas de 144, 119, 93,
41 e 37 kDa e na fracdo EAA bandas de 144, 131-140, 94, 82, 55 e 45 kDa. Estes dados sdo

demonstrados na Figura 3.
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Tabela 1. Determinacdo da concentracdo e rendimento protéico das fraces antigénicas de S.

venezuelensis obtidas pelo tratamento com TX-114.

Fragdes Antigénicas Proteinas (mg/mL)* Rendimento (%)
ESD 0,7 22
ESA 14 47
EAD 0,9 30
EAA 1,3 43

* Concentracdo média calculada a partir de 3 lotes de cada fracdo antigénica obtida. ESD, extrato salino
detergente; ESA, extrato salino aquoso; EAD, extrato alcalino detergente; EAA, extrato alcalino aquoso. Para o
fracionamento com TX-114, partiu-se de uma concentracdo inicial de 3 mg de cada antigeno total.
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Figura 3. Perfil eletroforético em SDS-PAGE 12% dos extratos salino total (ES) e alcalino
total (EA) de Strongyloides venezuelensis e suas respectivas fragdes purificadas por TX-114,
extrato salino detergente (ESD), extrato salino aquoso (ESA), extrato alcalino detergente
(EAD) e extrato alcalino aquoso (EAA). Padrdes de peso moleculares estdo demonstrados a
esquerda.
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4.2 - ELISA para deteccao de 1gG anti-Strongyloides utilizando as seis

preparagdes antigénicas de Strongyloides venezuelensis

Todas as amostras de soro dos trés grupos experimentais foram testadas pelo ELISA
usando as seis preparacfes antigénicas: extrato salino total (ES), extrato salino detergente
(ESD), extrato salino aquoso (ESA), extrato alcalino total (EA), extrato alcalino detergente
(EAD) e extrato alcalino aquoso (EAA).

Os pontos de corte da reacdo para cada preparacdo antigénica foram determinados
pelas curvas TG-ROC, estas estdo representadas na Figura 4 identificando os pontos de corte
para ES, ESD e ESA, em que foram definidas como positivas todas as amostras com indice de
reatividade (IR) > 1,006 para ES; IR > 2,346 para ESD e IR > 1,294 para ESA. Na Figura 5
estdo representados as curvas TG-ROC para EA, ESA e EAA e foram definidas como
positivas todas as amostras com IR > 1,137 para EA; IR > 1,931 para EAD e IR > 1,051 para
EAA. Estes valores estdo sumarizados na Tabela 2.

As Tabelas 3, 4 e 5 apresentam os resultados dos testes ELISA dos 40 pacientes com
estrongiloidiase (Grupo 1), 40 pacientes infectados por outras parasitoses (Grupo 2) e 40
individuos aparentemente saudaveis (Grupo 3), respectivamente.

Os niveis de IgG sérica anti-Strongyloides determinados por ELISA, utilizando o
extrato ES e suas respectivas fracbes (ESD, ESA) estdo demonstrados na Figura 6 e os valores
para o0 extrato EA e suas respectivas fracbes (EAD, EAA) na Figura 7. Exatamente, 95%
(38/40) das amostras do Grupo 1 foram positivas para ESD, 90% (36/40) para ES e ESA, e 0s
extratos EA, EAD e EAA apresentaram respectivamente 92,5 (37/40); 87,5 (35/40) e 77,5%
(31/40) de positividade. No Grupo 2, 17,5% (7/40) e 20% (8/40) das amostras de soro
positivaram quando utilizados os antigenos ES e ESA, e somente 10% (4/40) foram positivos

para os antigenos da fracdo detergente do extrato salino (ESD). Considerando os extratos EA,
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EAD e EAA a positividade nos pacientes com outras parasitoses correspondeu a 12,5 (5/40);
22,5 (9/40) e 25% (10/40) respectivamente. A reatividade cruzada das amostras do Grupo 2
esta demonstrada na Tabela 6.

Todas as amostras do Grupo 3 permaneceram negativas quando utilizados os extratos
ESD, ESA, EA e EAD, mas apenas um soro, ou seja 2,5% positivou com ES e quando
utilizado o extrato EAA a positividade foi representada por 17,5% (7/40). A fragdo ESD
apresentou os maiores valores (95%) de sensibilidade, especificidade e eficiéncia de
diagnostico. Os dados, referentes a sensibilidade, especificidade, eficiéncia do diagnostico,
valores preditivos positivo e negativo calculados para os testes ELISA utilizando as seis

amostras antigénicas estdo demonstrados na Tabela 7.
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Figura 4. Andlise TG-ROC no teste ELISA para deteccdo de 1gG sérica anti-Strongyloides
frente ao extrato salino total (ES) em A, e suas respectivas fracOes antigénicas detergente
(ESD) em B, e aquosa (ESA) em C, obtidas pelo fracionamento com TX-114, em amostras de
soro na diluicdo 1:80 dos individuos do Grupo 1 (pacientes com estrongiloidiase, n = 40) para
o calculo da sensibilidade (Se) e dos individuos do Grupo 2 (pacientes infectados com outras

parasitoses, n =

40) e Grupo 3 (individuos saudaveis, n = 40) para o calculo de especificidade

(Sp). Ponto de corte da reacdo: com IR = 1,006 para ES; IR = 2,346 para ESD; IR = 1,294

para ESA.
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Figura 5. Anélise TG-ROC no teste ELISA para deteccdo de 1gG sérica anti-Strongyloides
frente ao extrato alcalino total (EA) em A e suas respectivas fracdes antigénicas detergente
(EAD) em B e aquosa (EAA) em C, obtidas pelo fracionamento com TX-114, em amostras de
soro na diluicdo 1:80 dos individuos do Grupo 1 (pacientes com estrongiloidiase, n = 40) para
o calculo da sensibilidade (Se) e dos individuos do Grupo 2 (pacientes infectados com outras
parasitoses, n = 40) e Grupo 3 (individuos saudaveis, n = 40) para o calculo de especificidade

(Sp). Ponto de corte da reacdo: com IR = 1,137 para EA; IR = 1,931 para EAD e IR = 1,051
para EAA.
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Tabela 2. Pontos de corte do teste ELISA determinados pela andlise TG-ROC, frente as seis
preparacdes antigénicas: extratos salino total (ES) e alcalino total (EA) de S. venezuelensis e
suas respectivas fragdes purificadas por TX-114; extrato salino detergente (ESD), extrato

salino aquoso (ESA), extrato alcalino detergente (EAD) e extrato alcalino aquoso (EAA).

Extratos Antigénicos Ponto de corte da reagéo (IR)*
ES 1,006
ESD 2,346
ESA 1,294
EA 1,137
EAD 1,931
EAA 1,051

* IR, Indice de Reatividade ELISA
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Tabela 3. Resultados dos testes ELISA dos 40 pacientes com estrongiloidiase (Grupo 1) para
a deteccdo de corpos IgG anti-Strongyloides em amostras de soro, utilizando como antigeno
extrato salino (ES) e respectivas fracdes detergente (ESD) e aquosa (ESA), extrato alcalino

(EA) e respectivas fracOes detergente (EAD) e aquosa (EAA).

ELISA
ESD ESA

Amostra

m
w
m
>
m
>
O
m
>
>

+ 4+ 0+ 4+ 4+ +
+ 4+ + + + + +
+ 4+ + + 4+ 0+ + + 4+ +
+ 4+ + + + 4+ +
+ 4+ + + + + +
+ 4+ + 0+ 0+ + + 4+ +

+ 4+ 4+ + + o+
++ 4+ + 4+ ++++
+ + +

[EEN
\‘
+++++++++++ A+ A+ A+

+ + + + + +

++ ++++ A+

+ + +
+ + +

S
+ + + + +
++++++++F+ A+
+ + + 4+ + + + A+ 4
+ + + 4+ +
+ + + +
+ + 1+ 4+

+ 1

N
+ + + + + + + o
+ + + + + +
+ + + + + + + o
+ + + + + + + o
+ + + + + +
+ 4+ + + + +

- = Negativo; + = Positivo
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Tabela 4. Resultados dos testes ELISA dos 40 pacientes com infec¢do por outras parasitoses
(Grupo 2) para a detecgdo de corpos 1gG anti-Strongyloides em amostras de soro, utilizando
como antigeno extrato salino (ES) e respectivas fracdes detergente (ESD) e aquosa (ESA),

extrato alcalino (EA) e respectivas fragdes detergente (EAD) e aquosa (EAA).

Amost Parasit ELISA
mosta arastto ES  ESD ESA _EA  EAD EAA
1 A. lumbricoides + + - - ¥ -
2 A. lumbricoides - - - - . )
3 A. lumbricoides + - + . + +
4 A. lumbricoides - - - - . )
5 A. lumbricoides - - - - . )
6 A. lumbricoides - - - - . )
7 A. lumbricoides - - - - . )
8 A. lumbricoides - - + + + +
9 E. vermicularis - - - - . )
10 E. vermicularis - - - - + -
11 E. vermicularis - - - - . 3
12 E. vermicularis + - - + + +
13 E. vermicularis - - - - . 3
14 E. vermicularis - - - - . 3
15 S. mansoni - - - - . +
16 S. mansoni - - - - . )
17 S. mansoni - - - - . )
18 S. mansoni + - + + - +
19 H. nana - + + + + +
20 H. nana - - - - ) )
21 H. nana - - - - . }
22 H. nana - - - . ) 3
23 H. nana - - - - . }
24 H. nana - - - . ) 3
25 Taenia sp + + + + + +
26 Taenia sp - - - - . }
27 Taenia sp - - - - . +
28 G. lamblia - - - - . )
29 G. lamblia - - - - . )
30 G. lamblia - - - - . )
31 G. lamblia - - - - . )
32 G. lamblia - - - - . )
33 Ancilostomideo - - - - . )
34 Ancilostomideo + - + . + +
35 Ancilostomideo - - - - . )
36 Ancilostomideo - - - - . )
37 Ancilostomideo - - + - ) +
38 Ancilostomideo - + - - + -
39 Ancilostomideo + - + . i} }
40 Ancilostomideo - - - - . )

- = Negativo; + = Positivo



56
RESULTADOS

Tabela 5. 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 extrato salino (ES) e respectivas fragdes detergente (ESD) e aquosa (ESA), extrato

alcalino (EA) e respectivas fracdes detergente (EAD) e aquosa (EAA).

ELISA
ES ESD ESA EA EAD EAA

Amostra

- = Negativo; + = Positivo
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Figura 6. Deteccdo de 1gG sérica anti-Strongyloides obtidos por ELISA em amostras de soro
na diluicdo 1:80 dos individuos do Grupo 1 (pacientes com estrongiloidiase, n = 40); Grupo 2
(pacientes infectados com outras parasitoses, n = 40) e Grupo 3 (individuos saudaveis, n =
40), mediante utilizacdo dos antigenos: extrato salino total (ES) e suas fra¢bes salino
detergente (ESD) e salino aquosa (ESA) obtidas pelo fracionamento com TX-114. Os valores
estdo expressos em IR e a linha horizontal indica o ponto de corte da reacdo: com IR = 1,006
para ES; IR = 2,346 para ESD e IR = 1,294 para ESA.
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Figura 7. Deteccdo de 1gG sérica anti-Strongyloides obtidos por ELISA em amostras de soro
na diluicdo 1:80 dos individuos do Grupo 1 (pacientes com estrongiloidiase, n = 40); Grupo 2
(pacientes infectados com outras parasitoses, n = 40) e Grupo 3 (individuos saudaveis, n =
40), mediante utilizacdo dos antigenos: extrato alcalino total (EA) e suas fracdes detergente
(EAD) e aquosa (EAA), obtidas pelo fracionamento com TX-114. Os valores estdo expressos
em IR e a linha horizontal indica o ponto de corte da reacdo: com IR = 1,137 para EA; IR =
1,931 para EAD e IR = 1,051 para EAA.
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Tabela 6. Reatividade cruzada pelos testes ELISA, em amostras de soro de pacientes
infectados por outras parasitoses (Grupo 2, n = 40), utilizando como antigeno extrato salino
total (ES) e respectivas fracOes detergente (ESD) e aquosa (ESA), extrato alcalino total (EA) e

respectivas fracOes detergente (EAD) e aquosa (EAA) de S. venezuelensis.

ELISA

n+ (%)

ES ESD ESA EA EAD EAA

Grupo 2 (n=40)

A. lumbricoides (n=8)  2(25) 1(12,5) 2(25) 1(12,5) 3(37,5) 2(25)

E. vermicularis (n=6) 1(16,7) 0 0 1(16,7) 2(33,3) 1(16,7)
S. mansoni (n=4) 1 (25) 0 1(25) 1(25) 0 2 (50)
H. nana (n=6) 0 1(167) 1(16,7) 1(16,7) 1(16,7) 1(16,7)
Taenia sp (n=3) 1(33,3) 1(33,3) 1(33,3) 1(333) 1(33,3) 2(66,7)
G. lamblia (n=5) 0 0 0 0 0 0

Ancilostomideo (n=8) 2(25) 1(12,5) 3(37,5 0 2 (25) 2 (25)

Total 7(17,5) 4(10) 8(20) 5(125 9(22,5) 10 (25)

n=amostras; n+ = nimero de amostras positivas
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Tabela 7. Sensibilidade, especificidade, eficiéncia de diagnostico, valores preditivos positivos
e negativos na deteccdo de anticorpos IgG anti — Strongyloides em amostras de soro,
utilizando o extrato salino total (ES), extrato alcalino total (EA), e as respectivas fragoes
detergente, e aquosa; extrato salino detergente (ESD), extrato salino aquoso (ESA), extrato

alcalino detergente (EAD), extrato alcalino aquoso (EAA) no teste ELISA.

Amostra ELISA
antigénica  gengibilidade (%) Especificidade (%)  ED (%) VPP VPN
ES 90,0 90,0 90,0 0,82 0,95
ESD 95,0 95,0 95,0 0,90 0,97
ESA 90,0 90,0 90,0 0,82 0,95
EA 92,5 93,8 93,3 0,88 0,96
EAD 87,5 88,8 88,3 0,80 0,93
EAA 77,5 78,8 78,3 0,65 0,88

ED, Eficiéncia do Diagnéstico; VPP, Valor Preditivo Positivo; VPN, Valor Preditivo Negativo
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4.3 — Immunobloting para deteccéo de IgG anti-Strongyloides de S. venezuelensis
utilizando extratos totais salino (ES) e alcalino (EA) e suas respectivas

fracOes detergente e aquosa

Todas as amostras de soro dos trés grupos de individuos foram testadas pelo
Immunoblotting utilizando as seis preparagdes antigénicas. As amostras representativas do
perfil de reatividade das proteinas reconhecidas pelo Immunoblotting estdo demonstradas na
Figura 8.

As bandas antigénicas reconhecidas por anticorpos 1gG anti-Strongyloides foram
consideradas imunodominantes quando reconhecidas por no minimo 25% dos pacientes com
estrongiloidiase (Grupo 1), com diferenca estatistica significante (p<0,05) na comparacao da
porcentagem de marcacdo destas bandas nos outros grupos. Esta analise foi realizada em
separado, para cada preparacdo antigénica. Os testes foram considerados positivos quando
para cada antigeno o soro reagiu com ao menos uma banda antigénica considerada
imunodominante. A porcentagem de reatividade das bandas antigénicas reconhecidas pelas
amostras de soro dos Grupos 1, 2 e 3 de acordo com cada preparacdo antigénica estao
demonstradas na Figura 9.

Nos extratos totais (ES e EA) foram reconhecidas bandas com peso molecular
aparente de 126, 90, 55, 45-41, 33 e 28 kDa, sendo que para ES foram consideradas
imunodominantes somente as bandas de 90, 55 e 45-41 kDa, e para EA as bandas de 45-41 e
33 kDa (Figura 9AD). No ES a banda imunodominante de 90 kDa foi reconhecida também
por dois soros de individuos saudaveis, enquanto que a banda de 55 foi reconhecida em um
paciente do Grupo 2 e quatro individuos do Grupo 3; neste Grupo apenas um individuo
reconheceu a banda de intervalo entre 45-41 kDa, porém estas reagdes com Grupos 2 e 3
foram qualitativamente mais fracas, e as freqliéncia em relacdo aos soros de pacientes com

estrongiloidiase (Grupo 1) foram menores, ndo interferindo estatisticamente no status
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imunodominante destas bandas (Figura 9A). A mesma situagdo ocorre com as bandas
imunodominantes de 45-41 e 33 kDa no EA, em que a primeira foi reconhecida em trés
pacientes do Grupo 2 e a segunda por apenas um individuo do Grupo 3 (Figura 9B).

Nas fracOes detergentes (ESD e EAD) foram reconhecidas bandas antigénicas de 126,
90, 55, 45-33 e 28 kDa, mas somente a banda de peso molecular aparente entre 45-33 foi
considerada imunodominante para ambas preparacGes antigénicas (Figura 9BE), mesmo
sendo reconhecida por um paciente do Grupo 2 e um individuo do Grupo 3 utilizando ESD
(Figura 9B) e por dois pacientes do Grupo 2 e dois do Grupo 3 (Figura C).

Nas fracGes aquosas (ESA e EAA) foram reconhecidas proteinas da banda de peso
molecular aparente entre 126-90 kDa, 55, 33 e 28 kDa (Figura 9CF), contudo a fracdo ESA
apresentou como imunodominante apenas proteinas do intervalo entre 126-90 kDa que
reagiram também com dois pacientes do Grupo 2 (Figura 9C), enquanto na fracdo EAA
apenas a banda de 28 kDa se mostrou imunodominante, ndo reagindo com qualquer individuo
dos Grupos 2 ou 3 (Figura 9F) apresentando desta forma, 100% de especificidade, no entanto
esta fracdo apresentou sensibilidade muito baixa (45%).

As proteinas de peso molecular entre 45-41 kDa foram reconhecidas mais
freqlientemente em pacientes do Grupo 1 empregando os extratos totais (ES e EA), e outra
banda semelhante a esta, com um intervalo maior de proteinas, de peso molecular aparente
entre 45-33 kDa foi identificada nas fracGes detergentes (ESD e EAD), ndo sendo
vizualizadas quando empregado as fracOes aquosas (ESA e EAA).

As bandas antigénicas que ndo foram consideradas imunodominantes de acordo com
cada extrato, além de apresentarem reatividade com o Grupo 1, reagiram também com
amostras de soro do Grupo 2 e/ou Grupo 3, ndo apresentando diferenca estatistica entre 0s
grupos e ndo podendo desta forma serem consideradas especificas na identificagdo sorolégica

da estrongiloidiase humana, levando em consideracdo o uso para cada extrato.
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Para as fracOes detergentes ESD e EAD a reatividade foi observada principalmente
com bandas antigénicas de baixo peso molecular e para as fracbes aquosas ESA e EAA a
reatividade ocorreu principalmente com bandas de maior peso molecular, exceto reatividade
com uma banda de 28 kDa em EAA.

As maiores sensibilidades no Immunoblotting foram obtidas quando utilizados os
extratos total salino (ES) e fracdo detergente salina (ESD) com sensibilidade de 95% para
ambas e os melhores valores para especificidade foram apresentados pela fracdo detergente
(ESD) com 97,5% e pelas fragcdes aquosas, 97,5% e 100% para ESA e EAA respectivamente,
porém, estas ultimas apresentaram menor sensibilidade, principalmente EAA. Em relacdo a
eficiéncia de diagnostico a fracdo ESD apresentou o melhor resultado, os valores podem ser
verificados na Tabela 8.

A reatividade cruzada em Immunoblotting das amostras de soro dos pacientes
infectados por outras parasitoses (Grupo 2) esta demonstrada na Tabela 9, sendo a reatividade
cruzada predominante em amostras de soro de pacientes com Hymenolepis nana e
ancilostomideos. E as amostras que tiveram reatividade cruzada identificaram os componentes

antigénicos imunodominantes de 90, 55 e/ou 45-33 kDa.
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Figura 8. Amostras representativas do Immunoblotting de soro de individuos dos grupos, G1
(Grupo 1 — pacientes com estrongiloidiase, n = 40); G2 (Grupo 2 — pacientes infectados com
outros parasitos, n = 40, 4-6: ancilostomideos) e G3 (Grupo 3 — individuos saudaveis, n = 40),
utilizando em A os extratos salino total (ES), salino detergente (ESD), salino aquoso (ESA) e
em B os extratos alcalino total (EA), alcalino detergente (ESD) e alcalino aquoso (EAA).
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Figura 9. Porcentagem de reatividade das bandas antigénicas reconhecidas pelas amostras de
soro dos individuos do Grupo 1 (pacientes com estrongiloidiase, n = 40); Grupo 2 (pacientes
infectados com outras parasitoses, n = 40) e Grupo 3 (individuos saudaveis, n = 40) na
diluicdo 1:50. (* p<0,05, ** p<0,005, *** p<0,0001).
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Tabela 8. Sensibilidade, especificidade, eficiéncia de diagnostico, valores preditivos positivos
e negativos na deteccdo de anticorpos IgG anti — Strongyloides em amostras de soro,
utilizando o extrato salino total (ES), extrato alcalino total (EA), e as respectivas fragoes
detergente, e aquosa; extrato salino detergente (ESD), extrato salino aquoso (ESA), extrato

alcalino detergente (EAD), extrato alcalino aquoso (EAA) na analise por Immunoblotting.

Amostra Immunoblotting
antigénica  sensibilidade (%) Especificidade (%)  ED (%) VPP VPN
ES 95,0 92,5 93,3 0,86 0,97
ESD 95,0 97,5 96,7 0,93 0,98
ESA 82,5 97,5 92,5 0,94 0,92
EA 90,0 95,0 93,3 0,90 0,95
EAD 92,5 95,0 94,2 0,90 0,96
EAA 45,0 100,0 81,7 1,00 0,78

ED, Eficiéncia do Diagnostico; VPP, Valor Preditivo Positivo; VPN, Valor Preditivo Negativo
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Tabela 9. Reatividade cruzada pelo Immunoblotting, em amostras de soro de pacientes
infectados por outras parasitoses (Grupo 2, n = 40), utilizando como antigeno extrato salino
total (ES) e respectivas fracOes detergente (ESD) e aquosa (ESA), extrato alcalino total (EA) e

respectivas fracOes detergente (EAD) e aquosa (EAA) de S. venezuelensis.

Immunoblotting

n+ (%)
ES ESD ESA EA EAD EAA
Grupo 2

A. lumbricoides (n=8) 0 0 0 1(12,5) 0 0
E. vermicularis (n=6) 0 0 0 0 0 0
S. mansoni (n=4) 0 0 0 0 0 0
H. nana (n=6) 0 1(16,7) 1(16,7) 1(16,7) 1(16,7) 0
Taenia sp (n=3) 1(33,3) 0 0 0 0 0

G. lamblia (n=5) 0 0 0 0 0 0
Ancilostomideo (n=8) 0 0 1(12,5) 1(12,5) 1(12,55) 0
Total (n=40) 125) 125 2(B) 3(75 2(5 0

n = amostras; n+ = nlmero de amostras positivas
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5 - DISCUSSAO

A aplicabilidade de técnicas imunoldgicas utilizando antigenos de Strongyloides sp.
tem papel fundamental no diagnéstico da estrongiloidiase humana, tanto no acompanhamento
de pacientes durante o tratamento quanto em estudos soroepidemioldgicos. Devido a
dificuldade na obtencdo de quantidades suficientes de larvas filaridides de S. stercoralis,
tornou-se conveniente a padronizacdo e utilizacdo de antigenos heterdlogos, provenientes de
S. ratti e S. venezuelensis. Estas espécies alternativas tém sido utilizadas em varias linhas de
pesquisas, tais como, no estudo da biologia molecular, interacdo parasito-hospedeiro, ensaios
terapéuticos e fontes de antigenos heterdlogos para padronizagdo de novas técnicas no
imunodiagnostico da estrongiloidiase humana (COSTA-CRUZ et al.,, 1997; SIDDIQUI,
STANLEY; BERK, 2000). Embora extratos totais tenham sido amplamente utilizados é de
grande importancia o desenvolvimento e aplicacdo de técnicas que possibilitem a
identificacdo e caracterizacdo das proteinas antigénicas, provenientes de antigenos homologos
e heterdlogos.

A separacdo de proteinas pode ser feita por meio de varias técnicas, e por meio da
utilizacdo de varios reagentes. Os procedimentos de fracionamento que utilizam o detergente
ndo iénico Triton X-114 (TX-114) sdo considerados simples, econdmicos e altamente
eficientes, uma vez que ndo necessitam de equipamentos especializados ou varios ciclos de
ultracentrifugacdo. Além disso, apresentam baixa toxicidade em relacdo as extracbes que
utilizam solventes orgéanicos (BRICKER et al., 2001; MANZOORI, BAVILI-TABRIZI,
2002).

Neste estudo foi realizado pela primeira vez o fracionamento de extrato total de larvas
filaridides de S. venezuelensis em duas fracfes detergente (hidrofobica) e aquosa (hidrofilica),
usando o detergente TX-114. Em varios estudos este detergente tem sido aplicado na

recuperacdo de proteinas integrais de membrana, na identificacdo de proteinas imundgenas de
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diversos outros parasitos, tais como: Treponema pallidum (CUNNINGHAM; WALKER,;
MILLER 1989), Plasmodium sp. (SMYTHE et al., 1988; SHARMA et al., 2007),
Schistosoma japonicum (ROGERS et al. 1988), Trypanosoma sp. (BALBER; HO, 1988;
ALVES et al., 2007), Leishmania sp. (MURRAY; SPITHILL; HANDMAN, 1989; HEATH et
al., 1987; AZEVEDO-PEREIRA et al., 2007) e Taenia solium (MACHADO et al., 2007).
Resultados satisfatorios tém sido obtidos usando antigenos hidrofobicos, ou seja, a fracao
detergente, onde o desempenho das proteinas integrais de membrana foram recuperadas,
demonstrando ser um promissor candidato a antigeno em sorodiagnostico de maior eficacia
utilizando ELISA, (CHATUVERDI; GUPTA, 2002; GARG et al., 2005; MACHADO et al.,
2007).

Foi possivel fracionar os extratos totais salino e alcalino de larvas filaridides de S.
venezuelensis pelo Triton X-114 obtendo fracBes antigénicas distintas, sendo possivel a
discriminacéo destas fracdes pelo SDS-PAGE.

A analise das curvas TG-ROC para os testes ELISA possibilitou a obtengdo de um
ponto ideal de corte para cada amostra antigénica estudada. Os antigenos da fracdo detergente,
principalmente os obtidos a partir do extrato salino mostraram maior especificidade que os
outros extratos antigénicos. Houve apenas dois resultados falso-negativos para esse extrato,
isso pode ser explicado pelo fato que esses dois pacientes apresentavam baixa titulacdo de
anticorpos, além disso, apresentavam sintomas gastrointestinais como diarréia e dor
abdominal. O célculo da eficiéncia do diagndstico reafirma o 6timo desempenho do ELISA
utilizando as fracGes detergentes, em especial a fragdo detergente do extrato salino total
(ESD).

As menores sensibilidades e especificidades das fracbes aquosas, principalmente a
obtida a partir de extrato alcalino, tanto no ELISA quanto no Immunoblotting inviabiliza a
utilizacdo dessas fracdes para deteccdo de anticorpos 1gG anti-Strongyloides no diagndstico

sorologico da estrongiloidiase humana. Esta afirmagdo pode ser confirmada devido a menor
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quantidade de proteinas imunogénicas nas fracBes aquosas, uma vez que as proteinas
consideradas especificas para imunodiagnostico da estrongiloidiase humana foram
recuperadas nas fracdes detergentes, o que explica as maiores sensibilidades e especificidades
nos testes diagnosticos realizados neste estudo, quando se empregou estas fracbes. E
comparando-se estes parametros entre as fracOes detergente (ESD) do extrato salino total e a
fracdo detergente (ESA) do extrato alcalino total, o primeiro (ESD) demonstrou resultados
mais satisfatorios no que diz respeito a eficiéncia do diagndstico.

A positividade observada em amostras de soro de pacientes com outras parasitoses
(Grupo 2) tanto no ELISA quanto no Immunoblotting possivelmente ocorreu devido a
reacOes cruzadas, e essa reatividade foi menor quando utilizou o antigeno da fracdo detergente
do extrato salino (ESD). No ELISA, a reatividade cruzada por este antigeno foi observada
somente em 10% das amostras de soro deste grupo, sendo quatro pacientes com
monoparasitismo por A. lumbricoides, H. nana, Taenia sp e outro com ancilostomideo. No
Immunoblotting apenas o soro de um paciente infectado por H. nana apresentou reatividade
cruzada quando se utilizou esta fracdo antigénica. Para os antigenos da fracdo aquosa de
ambos os extratos salino e alcalino, a reatividade cruzada observada no ELISA e no
Immunoblotting foi maior em relacdo a fracdo ESD, principalmente no ELISA reagindo com
outros parasitas exceto G. lamblia. O Grupo 2, constituido por amostras de soro de pacientes
infectados por outras parasitoses, é representativo da populacdo geral, particularmente em
paises em desenvolvimento onde as doencas parasitarias sdo altamente prevalentes. Dessa
forma, a reatividade cruzada nos testes soroldgicos para estrongiloidiase podem ocorrer,
principalmente com Schistosoma sp. e ancilostomideos em testes como ELISA (LINDO et al.,
1994; GROVE 1996; SITHITHAWORN et al., 2003).

Immunoblotting tem sido amplamente utilizado para caracterizar fragcGes protéicas de
Strongyloides sp. reconhecidas por diferentes classes de anticorpos (UPARANUKRAW,

PHONGSRI; MORAKOTE 1999; RODRIGUES et al., 2004). A maioria das proteinas
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reconhecidas tem peso molecular de aproximadamente 28, 31, 41 e 205 kDa. Estudos tém
mostrado reatividade com a banda protéica de 31 kDa em soros de pacientes positivos para
infeccdo por S. stercoralis (CONWAY et al., 1993b; 1994). Uma unica fragdo antigénica de
aproximadamente 45 kDa foi reconhecida por anticorpos 1gG usando diferentes linhagens de
S. venezuelensis (MACHADO et al., 2008) e uma banda de aproximadamente 26 kDa foi
visualizada utilizando esse mesma espécie de Strongyloides (SUDRE et al., 2007). Resultados
similares foram encontrados por outros autores, no entanto com pequenas diferengas em
relacdo ao peso molecular das bandas protéicas identificadas e essas pequenas diferencas no
peso molecular pode estar relacionado a diferencas na padronizagdo das técnicas utilizadas
(SATO et al., 1990; ATKINS et al., 1999). Essas bandas descritas anteriormente séo
provavelmente equivalentes as bandas encontradas no presente estudo, e estas proteinas
antigénicas mostram ser importantes ferramentas a serem utilizadas no imunodiagndstico da
estrongiloidiase humana.

No presente trabalho cada extrato analisado em Immunoblotting apresentou um
diferente perfil de proteinas antigénicas imunodominantes, que foram reconhecidas por maior
parte de amostras de soro de pacientes do Grupo 1, de acordo com cada antigeno utilizado, o
que permite afirmar, que constituem proteinas especificas que podem ser utilizadas no
diagnostico da estrongiloidiase humana quando empregado as preparacfes antigénicas
propostas neste estudo. As proteinas imunodominantes entre 45 e 33 kDa foram as principais
gue reagiram em todos o0s extratos, exceto nas fracdes aquosas, o que reforca a idéia de que
essas fracdes ndo sdo consideradas viaveis para sua utilizacdo em testes diagnosticos, uma vez
gue ndo contém essas proteinas potencialmente responsaveis na identificacdo de pacientes
positivos para estrongiloidiase. Essas proteinas foram responsaveis pela reatividade cruzada
em algumas amostras de soro de pacientes com outras parasitoses, no entanto quando
utilizado as fracGes detergentes a frequéncia da reatividade cruzada foi consideravelmente

menor; 2,5% (1/40) ou 5% (12/40), além disso, essa banda de 43-33 kDa apresentou fraca
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coloracdo pela a prata. No Grupo 1, pela anélise por Immunoblotting, houve duas amostras de
soro que foram consideradas negativas para todas as preparacOes antigénicas, esses dois
pacientes correspondem aos mesmos que apresentaram baixa reatividade no ELISA.

Pela andlise por Immunoblotting pode ser observado que as fragbes detergentes
apresentaram maior reatividade com proteinas de menor peso molecular, enquanto que nas
fracbes aquosas, proteinas de peso molecular maior foram predominantes. As proteinas
hidrofébicas de membrana correspondem as proteinas integrais que geralmente possuem
maior peso molecular, e neste trabalho apresentaram peso molecular menor. Diante disso,
pode-se sugerir que essas proteinas sofreram quebras pela acdo do detergente TX-114, mas
ndo perderam sua especificidade, permanecendo o0s epitopos responsaveis pelo
reconhecimento antigénico.

Considerando as vantagens na utilizacdo da fracdo detergente obtida por
fracionamento através de Triton X-114, pode-se considerar que essa fracdo é uma importante
fonte de peptideos especificos, sendo entdo eficiente no diagndstico da estrongiloidiase
humana. A utilizagdo dos componentes antigénicos da fracdo detergente do extrato salino
pode contribuir para estudos soroepidemioldgicos para avaliar a situacdo dessa parasitose em

muitos paises.
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6 — CONCLUSOES

v Foi possivel fracionar com éxito os extratos salino e alcalino totais de S. venezuelensis

por hidrofobicidade e caracterizar as respectivas fracGes detergente e aquosa;

v' A fracdo hidrofébica (detergente) obtida do extrato salino total de S. venezuelensis
pode ser utilizada como antigeno heter6logo no imunodiagndstico da estrongiloidiase

humana pelos testes ELISA e Immunoblotting.
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