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RESUMO

Corral MA. Imunodiagnostico da estrongiloidiase humana frente a diferentes fracdes
antigénicas de Strongyloides venezuelensis. [dissertacdo]. Sdo Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2014.

A estrongiloidiase é a infeccdo parasitaria causada pelo nematédeo Strongyloides
stercoralis. O diagndstico definitivo é realizado pela visualizacdo de larvas,
principalmente nas fezes. Porém as técnicas parasitologicas tém baixa sensibilidade.
As técnicas sorolégicas apresentam-se como importante alternativa diagndstica.
Pesquisas apontam para a utlizagdo de antigenos heterélogos sollveis,
principalmente de Strongyloides venezuelensis. A identificacdo e caracterizacdo dos
antigenos de membrana podem fornecer fonte alternativa de antigenos e assim
auxiliar o desenvolvimento das técnicas imunolégicas. O presente trabalho teve como
objetivo a avaliacdo das técnicas ELISA e WB frente a diferentes fracbes antigénicas
de larvas filarioides de S. venezuelensis. Foram utilizadas amostras de sangue e fezes
de 92 individuos, 20 individuos com estrongiloidiase (grupo I), 32 individuos com
outras parasitoses (grupo IlI) e 40 individuos negativos (grupo Ill) pelos métodos de
Lutz, cultura em placa de agar e Rugai. Para preparacdo dos antigenos foram
utilizadas larvas infectantes obtidas a partir de ratos infectados experimentalmente
com S. venezuelensis. Seis fracbes antigénicas foram preparadas: fracbes salinas
soltveis e de membrana (PBS 0,01M pH 7,2 e SDS 1%, SS e MS; Tris-HCI 25mM pH
7,5 e CHAPS 1%, ST e MT, respectivamente) e fragbes alcalinas soluvel e de
membrana (NaOH 0,15M e SDS 1%, SA e MA, respectivamente). Para a técnica
ELISA foram utilizadas placas sensibilizadas com 10ug/mL de antigeno, soro dos
individuos diluidos 1:200 em PBS 0,05% Tween 3% de leite (PBSTM) e o conjugado
(anti IgG-humana peroxidase) em PBSTM. As amostras foram consideradas positivas
quando o indice ELISA foi maior que 1. Para a técnica de WB os soros foram diluidos
1:100 em Tris-HCI 5% de leite (TM) e o conjugado (anti IgG-humana peroxidase) em
TM. Apés as técnicas soroldgicas foram determinadas os parametros de diagndstico
pela curva ROC como sensibilidade (SE), especificidade (ES), Likelihood ratio (LR)
além da determinagéo da acuracia diagnostica (AC) e do indice Kappa (K). A técnica
ELISA destacou as fragbes de membrana com melhor desempenho em relagdo aos
parémetros diagndsticos estudados (SE 95%, ES 94,4%, AC 94,8%, LR 17,1, K
0,848). O WB revelou componentes antigénicos imunodominantes variando de 260-
10kDa, mas destacam-se as fracoes de 40-35kDa mais frequentes em todas fracbes
antigénicas. Pela técnica de WB, a fracdo ST apresentou melhor desempenho em
relacdo aos parémetros diagnosticos estudados (SE 100%, ES 93,1%, AC 94,5, LR
14,4, K 0,854). A utilizacdo das fracbes de membrana no imunodiagndstico da
estrongiloidiase humana torna-se fonte acessivel e eficaz em relacao as fracdes
purificadas, ndo necessitando de gastos complementares para sua obtencéo.

Descritores:  Estrongiloidiase;  Strongyloides venezuelensis; Imunodiagnéstico;
Antigenos de Helmintos; Ensaio de imunoadsorgéo enzimatica; Western blotting



SUMMARY

Corral MA. Immunodiagnosis of human strongyloidiasis by different antigenic fractions
of Strongyloides venezuelensis. [dissertation]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo; 2014.

Strongyloidiasis is a parasitic infection caused by a nematode Strongyloides
stercoralis. The definitive diagnosis is made by the larvae visualization in stool
samples. However parasitological techniques have low sensitivity. Serological
techniques became as suitable diagnostic alternative. Research indicates for the
soluble heterologous antigen utilization, mainly Strongyloides venezuelensis.
Identification and characterization of membrane antigen may constitute an alternative
source of antigen and then assist the development of serological techniques. The aim
of this study was evaluate ELISA and WB techniques behind different antigenic
fractions of S. venezuelensis” infective larvae. A total of 92 serum and stool samples
was analyzed, 20 from individuals with strongyloidisis (group 1), 32 with other parasitic
diseases (group 2) and 40 from individuals with negative coproparasitology (group 3)
using Lutz, agar plate culture and Rugai methods. For the antigen preparation infective
larvae of S. venezuelensis from experimental infected rats were employed. Six
antigenic fractions were prepareted: saline soluble and from membrane fractions
(0.01M PBS pH 7.2, and 1% SDS, SS and MS; 25mM Tris-HCI pH 7.5, 1% CHAPS,
MT and ST, respectively) and alkaline soluble and membrane fractions (0.15 M NaOH
and 1% SDS, SA and MA, respectively). For ELISA technigue, plates were sensitized
with 10 pg/mL of antigen, serum samples were diluted 1:200 in 0.05% Tween in PBS
3% milk (PBSTM) and conjugate (anti-human IgG peroxidase) in PBSTM. Positive
samples were considered when ELISA index was greater than 1. To WB technique,
serum samples were diluted 1:100 in Tris-HCI 5% milk (TM) and conjugate (anti-human
IgG peroxidase) in the TM. After serological techniques diagnostics parameters were
determined by ROC curve how sensitivity (SE), specificity (ES), Likelihood ratio (LR)
and determination of diagnostic accuracy (AC) and Kappa (K) index. ELISA technique
highlighted the membrane fractions with better performance compared to parameters
diagnoses studied (95% SE, 94.4% ES, 94.8% AC, 17.1 LR, 0.848 K). The WB
revealed immunodominant antigenic components ranging from 260-10kDa, but there
are the fractions of 40-35kDa more frequent in all antigenic fractions. WB technique
showed ST fraction better performance in relation to the diagnostic parameters (100%
SE, 93.1% ES, 945% AC, 144 LR, 0.854 K). Membrane fractions in the
immunodiagnosis of human strongyloidiasis become an accessible and effective
source of antigens in relation to the purified fractions, requiring no additional expense
to obtain it.

Key-words: strongiloydiasis; Strongyloides venezuelensis; immunodiagnosis; antigens,
Helminth; Enzyme-linked immunosorbent assay; Blotting, Western.



1 INTRODUCAO




A estrongiloidiase é uma infeccéo parasitaria causada pelo nematédeo
Strongyloides stercoralis. Estima-se que de 30 a 100 milhdes de pessoas
estejam infectadas pelo parasito em todo o mundo (Olsen et al., 2009; WHO,
2014). No Brasil € uma doenca negligenciada e sua ocorréncia € estimada em
5,5% (Paula; Costa-Cruz, 2011; Requena-Méndez et al., 2013), caracterizando

0 pais como regiao hiperendémica.

Essa parasitose é frequentemente assintomatica ou oligoassintomatica.
Em individuos imunocomprometidos, e também nos que usam corticosteroides,
a doenca pode assumir extrema gravidade levando a um quadro de
hiperinfeccdo e/ou estrongiloidiase disseminada (Liu; Weller, 1993; Grove,

1996).

O diagnostico definitivo da estrongiloidiase ocorre pela visualizagdo de
larvas, principalmente nas fezes. Os métodos parasitolégicos possuem baixa
sensibilidade, uma vez que a liberacdo de larvas nas fezes é irregular e
intermitente na maioria dos casos (Costa-Cruz et al., 2003). Dentre os métodos
parasitolégicos indicados para a pesquisa de larvas estdo o de Baermann
(1917) - Moraes (1948) e Rugai (1954) baseados no termo-hidrotropismo
larvério. Porém, séo necessarias diversas amostras de fezes coletadas em dias
alternados para um resultado com sensibilidade apreciavel (Uparanukraw et al.,
1999). A cultura em placa de agar (Arakaki et al., 1988; Koga et al., 1991)
apresenta maior sensibilidade dentre os métodos parasitologicos, mas exige
um tempo maior na obtencéo dos resultados (Kobayashi et al., 1996; Hirata et

al., 2007; Paula et al., 2013).



Os testes soroldgicos apresentam alta sensibilidade, sendo Uteis na
avaliacdo da resposta imune do hospedeiro nos casos de formas
assintomaticas, no esclarecimento do diagnaostico clinico, no monitoramento de
pacientes submetidos a tratamento anti-helmintico e em inquéritos
epidemioldgicos (Costa-Cruz et al., 1997; Machado et al., 2001, 2003 ; Silva et
al., 2003). Em geral, os testes sorolégicos sao de facil execucdo (Van Doorn et

al., 2007), além de ndo dependerem diretamente da eliminacéo de larvas.

As técnicas sorologicas possuem algumas limitacdes, tais como a
obtencdo de quantidades suficientes de antigenos de S. stercoralis para o
fracionamento e analise, uma vez que o homem constitui a principal fonte de
infeccdo do parasito e a manutencdo do ciclo em modelo experimental &
inviavel. Outra limitacdo das técnicas sorologicas é o fenbmeno de “reagao
cruzada”, com outros parasitos, como Schistosoma mansoni e ancilostomideos,
devido a grande complexidade antigénica que estes helmintos possuem
(Conway et al., 1994; Grove, 1996; Costa-Cruz et al., 2003; Rodrigues et al.,

2007).

Muitas pesquisas apontam para a utilizacdo de antigenos heterdlogos,
ou seja, provenientes de outras espécies do género Strongyloides para o
diagndstico sorologico da estrongiloidiase humana. Pesquisas focadas em
espécies de roedores, Strongyloides ratti e Strongyloides venezuelensis
apresentam resultados promissores, demonstrando altas sensibilidade e
especificidade (Costa-Cruz et al., 1997; Machado et al., 2001, 2003; Silva et al.,

2003; Rodrigues et al., 2004; Feliciano et al., 2010).



As preparacfes antigénicas de fracbes soluveis, de diferentes formas
evolutivas do parasito como ovo, larvas filarioides e fémeas partenogenéticas,
tém sido descritas (Northern; Grove, 1990; Gongalvez et al., 2012a; 2012b),
embora o estagio evolutivo larvario seja o mais utilizado na padronizacédo e na
aplicacdo de técnicas imunoldgicas, sobretudo no ensaio imunoenzimatico

(ELISA) e no Western-blotting (WB).



2 JUSTIFICATIVA




E extremamente oportuna a rapidez no diagnéstico da estrongiloidiase
para que o tratamento efetivo seja realizado precocemente, sobretudo no
contexto das imunodepressfes. Ha, ainda, que se considerar a dificuldade na
obtencdo de amostras fecais, seja pela recusa na entrega da quantidade de
amostras necessarias para analise, seja pelo mal acondicionamento, por serem
diarreicas, por terem sido conservadas sob refrigeracdo ou ainda por terem
sido submetidas a qualquer tipo de conservante, o que pode influir
negativamente no resultado da técnica parasitologica para a pesquisa de larvas

comprometendo, assim, a sua sensibilidade.

As técnicas parasitologicas mais sensiveis para o diagnostico da
estrongiloidiase, por sua vez, tém o inconveniente da demora em se obterem
resultados consistentes. Por isso, o presente estudo, utilizando antigenos
heter6logos, em razdo da praticidade em sua obtencdo, buscou analisar
fracbes antigénicas soluveis e de membrana de larvas filarioides de S.
venezuelensis, para o0 aprimoramento do diagnéstico soroldégico da

estrongiloidiase humana.



3 OBJETIVOS




3.1 Objetivo Geral
e Implementar técnicas sorolégicas para a aplicagdo no imunodiagndstico
da estrongiloidiase humana, utilizando extratos antigénicos de larvas

filarioides de S. venezuelensis.

3.2 Objetivos Especificos

e Comparar os extratos de larvas filarioides de S. venezuelensis, através
da eletroforese em gel de poliacrilamida;

e Avaliar e aplicar os extratos solluveis e de membrana de larva filarioide
de S. venezuelensis no diagnostico da estrongiloidiase humana,
utilizando a técnica ELISA;

e Identificar componentes antigénicos imunodominantes, pela técnica de
Western-blotting, nos extratos sollveis e de membrana de larva filarioide

de S. venezuelensis.



4 REVISAO DA LITERATURA
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4.1 Aspectos gerais

Parasitos do género Strongyloides foram referidos pela primeira vez em
soldados franceses com “diarreia da Conchinchina” (atual Vietna) por Louis
Alexis Normand. Foi entdo que o médico Arthur R. J. Bavay (1876) descreveu
pequenos vermes nas fezes diarreicas e os denominou Anguillula stercoralis,
sendo a anguilulose a respectiva doenca. Em 1879, ap0s a descoberta de
diferentes formas evolutivas, Grassi os denominou Strongyloides intestinalis e
posteriormente em 1902, apds a descoberta do ciclo de vida livre e da forma
parasitaria, Stiles e Hassall os denominaram Strongyloides stercoralis (Grove,

1996).

No Brasil o parasito foi citado pela primeira vez por Ribeiro da Luz em 1880
e por Moraes em 1948, que revelaram a importancia desse parasito como

agente etiolégico da estrongiloidiase (apud. Maia et al., 2006).

Apoés a reconstrucdo das arvores filogenéticas utilizando a analise do RNA
ribossomal, admite-se serem pertencentes ao dominio Eucaryota, reino
Metazoa, filo Nematoda, classe Chromadorea, ordem Rhabditida, superfamilia
Panagrolaimoidea, familia Strongyloididae, género Strongyloides, com 52
espécies descritas. Podem parasitar aves, anfibios, répteis e mamiferos como

roedores, cées, gatos e o homem (NCBI, 2014).

Diversos autores citam o potencial antroponético de algumas espécies de
Strongyloides, dentre as quais ha duas com potencial patogénico: S. stercoralis
com distribuicdo mundial (Viney; Lok, 2007) e S. fuelleborni, com ocorréncia em

primatas da Africa podendo, eventualmente, acometer o homem (Grove, 1996).
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Ha ainda relatos de infec¢cBes humanas por S. procyonis (Sato et al., 2006), S.
ransomi (Grove, 1996) e S. fuelleborni kellyi (Ashford et al., 1992; King;

Mascie-Taylor, 2004).

4.2 Epidemiologia

Estima-se que 30 a 100 milhdes de pessoas estejam infectadas com
parasitos do género Strongyloides em todo o mundo, sobretudo nas regides
tropicais e subtropicais, com distribuicdo heterogénea. Stuerchler (1981)
caracterizou em categorias a frequéncia do parasito no mundo, sendo
esporadica (<1%), endémica (1-5%) e hiperendémica (>5%) (apud Pires;

Dreyer, 1993).

Areas endémicas sdo encontradas na América Latina, Africa e Asia.
Alguns paises da Europa como Franca, Suica, Itdlia, lugoslavia e Polonia
apresentam casos esporadicos, bem como os Estados Unidos (regido dos

Apalaches e estados do sul), Japdo (Okinawa) e Australia.

No Brasil essa helmintiase € negligenciada e tem grande importancia em
Saude Publica. A prevaléncia pode variar de acordo com a regido e a
populacdo estudada, sendo que a maior ocorréncia se da nos estados de
Alagoas, Amazonas, Mato Grosso, Minas Gerais, Santa Catarina e S&o Paulo

(Paula; Costa-Cruz, 2011).

Paula e Costa-Cruz (2011) estimaram a ocorréncia média de 3,9% de

infectados na regido Sudeste do pais, sendo que os estados de Minas Gerais e
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S&o0 Paulo se sobressaem sobre os demais. Em Minas Gerais, destacam-se 0s
estudos de Machado e Costa-Cruz (1998) com 13% de positividade em
escolares; e o de Machado et al., (2007) com 6,5% de positivos entre coletores
de lixo. No estado de S&o Paulo, Rossi et al., (1993b) relataram 10,8% na
regido de Campinas e Miné e Rosa (2008) estudando populacfes da cidade de

Araraguara detectaram 6,7% de casos positivos para S. stercoralis.

E dificil determinar a real prevaléncia da estrongiloidiase em uma
populacdo, uma vez que essa parasitose apresenta grande frequéncia de
formas subclinicas cronicas, manifestacfes clinicas ndo especificas e com
baixa sensibilidade na deteccdo do parasita pelas técnicas parasitologicas
classicas (Sudré et al., 2006). Diversos trabalhos, em muitas regides do pais,
foram realizados determinando a presenca de S. stercoralis em fezes de
criancas e de adultos imunocomprometidos e imunocompetentes (Machado;
Costa-Cruz, 1998; Muniz-Junqueira; Queir6z 2002; Fontes et al., 2003; Souza
et al., 2007; Santos et al., 2007; Aguiar et al., 2007; Machado et al., 2007,

Basso et al., 2008; Silva et al, 2009; Toledo et al., 2009).

Quando a populacéo estudada é imunocomprometida, observa-se maior
frequéncia de casos de estrongiloidiase em relacdo a populacao
imunocompetente (Paula; Costa-Cruz, 2011). Paula et al., (2000) estudaram a
estrongiloidiase em criangcas imunodeprimidas reportando 3,31% de
positividade. Em outro estudo, Blatt e Cantos (2003) realizaram a pesquisa de
S. stercoralis em pacientes positivos e negativos para HIV, obtendo 10% e 5%
de positividade, respectivamente. O estudo de Batista et al., (2011) em

pacientes submetidos a transplantes em diferentes locais do Brasil, revelou
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1,2% de estrongiloidiase intestinal. Além disso, Bounfrate et al.,, (2013)
relataram a evolucdo para Obito de pacientes com estrongiloidiase grave

associada ao uso de corticoides, transplantados, infectados por HTLV-1 e HIV.

4.3 Aspectos bioldgicos

O homem adquire a estrongiloidiase pela penetracdo ativa da larva
infectante pela pele e/ou mucosas oral, esofagica ou gastrica, com auxilio da
secrecdo de metaloproteases, que auxiliam na penetracdo e migracao larvaria
(Gomes-Gallego et al., 2005; Park et al., 2010). As larvas alcangcam 0s vasos
sanguineos, chegando aos pulmdes, ultrapassam os capilares pulmonares e
entram nos alvéolos diferenciando-se em L4. ApOs essa muda, as larvas
atravessam a membrana alveolar e, através de migracao pela arvore brénquica
e traqueia, chegam a faringe, podendo ser expelidas por expectoracdo ou
deglutidas, chegando as criptas da mucosa duodenal, principalmente nas
glandulas de Lieberkilhn e na porcdo superior do jejuno, onde atingem
maturacédo final e se transformam em fémeas partenogenéticas. Os ovos sao
depositados na mucosa intestinal onde eclodem liberando as larvas rabditoides
(L1-L2), que alcangam a luz do intestino, podendo ser eliminadas com o

material fecal (Liu; Weller, 1993; Pires; Dreyer, 1993; Grove, 1996).

Os parasitos do género Strongyloides possuem a caracteristica de
alternéncia entre duas geracdes, uma de vida livre ou indireta com dimorfismo
sexual e outra parasitaria ou direta com a presenca da fémea parasita

partenogenética. As fémeas parasitas possuem carga genética 3n podendo
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eliminar ovos n, 2n ou 3n. Ovos com carga genética n resultardo em machos
de vida livre, com a carga 2n em fémeas de vida livre e 3n em novas fémeas

parasitas (Triantaphyllou; Moncol, 1977; Nemetschke et al., 2010).

No meio ambiente podem realizar dois ciclos, direto e indireto. No ciclo
direto a larva rabditoide eliminada é 3n; esta se desenvolvera em larva
filarioide, que podera penetrar ativamente na pele humana. No ciclo indireto as
larvas rabditoides eliminadas séo n ou 2n; estas sofrerdo quatro mudas no solo
chegando a machos e fémeas de vida livre, que copulam no solo e liberam
ovos 3n. As larvas rabditoides liberadas, se evoluirem em filarioides, poderéo

infectar o homem (Figura 1).

2. Alarva filandide € carroada pelo
sistoma circulatdrio até os puimoes,
penetrando nos espacos alveciares
(muda para L,).Ocorre migracho da
larva para a faringe. As larvas deglutidas
chegam 20 intesting ransiormando se

R o émeas partenogonéticas.

1. Penetragho do larva
Hantude pela pele.

10. Transiormaco da larva
rabdadide em Rlaridide s
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Aot ovos evabrionad rabdidide em flaridide
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Fonte: Adaptado de CDC, 2013. www.dpd.cdc.gov
Figura 1 - Ciclo bioldgico de S. stercoralis


http://www.dpd.cdc.gov/
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A persisténcia da infeccdo por longos periodos de tempo num
hospedeiro é devida a capacidade peculiar do parasito em realizar auto-
infeccdo, na qual a larva filarioide (L3) pode penetrar no intestino (auto-infeccao
interna) ou nas regides perineal ou perianal (auto infec¢cdo externa) alcancando
a circulacdo venosa e linfatica, chegando nos pulmdes e no coracdo e assim
perpetuando o ciclo biolégico sem novas exposicoes (Liu; Weller, 1993; Grove,

1996; Costa-Cruz, 2005).

Seis formas evolutivas sdo bem diferenciadas no ciclo biologico de S.
stercoralis: ovo, larva rabditoide, larva filarioide, fémea de vida livre, macho de
vida livre e fémea partenogenética (Liu; Weller, 1993; Grove, 1996; Costa-Cruz,

2005).

Os ovos sdo visualizados, sobretudo em pacientes sob uso de
medicamentos laxativos, ainda assim, infrequentemente. Apresentam o mesmo
formato dos ovos de ancilostomideos, sendo elipticos, de parede fina e
transparente, medindo aproximadamente 40 x 70 um. Os ovos podem conter

células embrionadas ou a larva rabditoide (Grove, 1996; Costa-Cruz, 2005).

A larva rabditoide € o principal estagio diagndstico da estrongiloidiase,
visualizada facilmente no sedimento fecal. Mede aproximadamente 210 um e
apresenta cuticula fina e hialina. A boca esta localizada proxima a capsula
bucal, o esbéfago rabditoide é a estrutura interna mais proeminente, ocupando
um terco de seu corpo e o intestino ocupa o restante do espaco. Apresentam
primordio genital nitido localizado no meio do corpo e sua cauda é pontiaguda.

As caracteristicas supracitadas as diferenciam das larvas de ancilostomideos,
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que possuem vestibulo bucal longo e primérdio genital ndo visivel (Grove,

1996; Costa-Cruz, 2005).

A larva infectante € também chamada de filarioide, devido ao seu
eso6fago cilindrico e longo; apresenta vestibulo bucal curto e o intestino termina
em anus. E alongada, medindo de 350 a 500 um e apresenta uma fina cuticula.
Sua cauda é entalhada, ou seja, dividida em duas pontas o que a difere das
larvas de ancilostomideos, que apresentam cauda afilada. E nessa fase que a
larva penetra na pele ou mucosa, e migra entre os 6rgaos e tecidos (Grove,

1996; Costa-Cruz, 2005).

A fémea e o macho de vida livre ou estercoral podem ser encontrados
no solo. A fémea possui aspecto fusiforme com extremidade anterior
arredondada e posterior afilada, medindo entre 800 e 1200 um. Apresenta fina
cuticula e aparelho digestivo simples com boca trilabiada, es6fago rabditoide e
intestino. O sistema reprodutor é formado por Utero anfidelfo, ovarios, ovidutos
e vulva. J& os machos de vida livre medem aproximadamente 700 pum e
apresentam as mesmas caracteristicas do sistema digestivo que as fémeas. O
aparelho genital é formado por testiculo, vesicula seminal, canal deferente e
canal ejaculador, que se abre na cloaca, localizada proxima aos espiculos

(Grove, 1996; Costa-Cruz, 2005).

A fémea partenogenética possui 0 corpo cilindrico com aspecto filiforme
longo, com extremidade anterior mais larga que a posterior, mas ambas séo
finas, medindo cerca de 2000 um. Apresenta aparelho digestivo simples com

boca trilabiada, seu es6fago do tipo filarioide ocupa um quarto de seu



17

comprimento total, seguido de intestino simples e anus. O aparelho genital
contem um utero anfidelfo, ovarios, ovidutos e vulva, sendo considerada
ovovivipara e nao apresentando receptaculo seminal (Grove, 1996). Os ovos
sdo alinhados em diferentes estagios de desenvolvimento embrionario e séo

eliminados em numero de 30 a 40 por dia (Grove, 1996; Costa-Cruz, 2005).

4.4 Respostalmune

Para determinacdo do padrdo imunolégico frente a resposta a
Strongyloides spp, infecgdes em modelos experimentais, sobretudo em ratos,
vém sendo realizadas. As espécies S. ratti e S. venezuelensis tém se
consolidado como importante ferramenta para o estudo de antigenos
heter6logos em testes imunoldgicos (Costa-Cruz et al., 2003; Silva et al., 2003;
Goncalves et al., 2012b) e em estudos sobre a modulacdo do sistema imune

(Negrao-Corréa et al., 2006; Machado et al., 2011; Tefé-Silva et al., 2012).

Tratando-se de um helminto, o padréo de resposta imunolédgica celular
induzida € Th2, com a secrecao de citocinas especificas (Mesquita Jr. et al.,
2010). Destacam-se as interleucinas IL-3 (estimulacdo de basdfilos), IL-4
(estimulacdo de basoéfilos e células B para producao de anticorpos IgE e 1gG1,
adesdo e migracdo de eosindfilos através das membranas vasculares,
promocdo da contracdo da musculatura lisa, induzindo ao transito intestinal
mais rapido), IL5 (atracdo e ativacdo de eosindfilos e a inducao de IgA), IL-6
(estimulacéo de granuldcitos e de células B e T), IL-10 e IL-13 (modulacdo

negativa de resposta Thl) (Concha et al., 2005; Negrédo-Corréa et al., 2006).
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Paralelamente a resposta T helper, os Toll-like receptors (TLRs) podem
reconhecer os parasitos via pathogen-associated molecular patterns (PAMPS)
podendo estimular os macrofagos, que secretam moléculas pré-inflamatorias
inespecificas como TNFa e IL-1. Essas moléculas favorecem a proliferacéo das
células caliciformes, provocando aumento na secre¢do de muco, visando a
eliminagcéo do parasito. Também havera a producéo de IL-12 e IL-18 induzindo
a producdo de INFy que favorece a proliferacdo e ativacdo de células Thi,

modulando ou inibindo a resposta Th2 (Iriemenamm et al., 2010).

A resposta imune humoral contra S. stercoralis € caracterizada pela
producdo de anticorpos, sobretudo os da classe IgM, IgA e IgG especificos,
além de IgE. Entre as subclasses da IgG destaca-se a participacdo da 1gG4,
havendo evidéncias que sinalizam a participacdo dessa imunoglobulina na
cronicidade da doenca e no estabelecimento das fémeas parasitas (Genta;
Lillibridge, 1989; Marcos et al., 2011). Rodrigues et al., (2007) relataram a
participagdo da IgG1l e da IgE no mecanismo de resposta imune frente ao
parasito. Rossi et al., (1993b) relataram que a IgG total € um bom marcador de
diagnéstico sorolégico, seguido da IgA e da IgE. Em casos cronicos com
autoinfeccdo, o controle da imunidade ocorre pela presenca das
imunoglobulinas IgA, modulando a liberacdo larvaria; IgE, regulando a

autoinfeccéo e 1gG4, podendo bloquear a acdo da IgE (Marcos et al., 2011).
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4.5 Patogenia e Sintomas

Aproximadamente 50% dos individuos infectados com S. stercoralis séo
assintomaticos. Quando hé& sintomas, estes sédo variaveis e provavelmente
decorrentes da presenca das formas evolutivas, sobretudo no intestino. Dor
epigastrica, diarreia, nauseas, vOmitos, constipacdo e perda de peso
constituem as principais manifestacdes clinicas parasitarias (Concha et al.,

2005).

A patogenia da estrongiloidiase € distinta nas diferentes fases do ciclo
parasitario. Durante o ciclo pulmonar, pode ocorrer a Sindrome de Loeffler, na
qual os eosindfilos se acumulam no tecido pulmonar em resposta a infeccéo
parasitaria. Na mucosa intestinal, havera a presenca das fémeas parasitas, que
desencadeardo um processo inflamatorio discreto (Grove, 1996; Gryschek;

Siciliano, 2005).

A patogenia dessa helmintiase pode variar de acordo com o estado
imunoldgico do hospedeiro. Pacientes imunocompetentes seguem com a forma
intestinal, constatando-se a presenca da fémea adulta parasita no trato
gastrointestinal e liberagdo intermitente de larvas nas fezes. Em pacientes
imunocomprometidos pode ocorrer a hiperinfec¢do, que consiste na aceleracao
do processo de autoinfeccdo e ecdise larvaria, com aumento da quantidade de
larvas em sitios habituais de migracao, como trato gastrointestinal e pulmonar.
Ainda, pode ocorrer a estrongiloidiase disseminada, podendo-se observar a
invasdo macica sistémica de larvas fora do trajeto de migracéo habitual, como
cérebro e meninges. A hiperinfeccdo pode ou ndo suceder a infeccéo

disseminada (Gryschek; Siciliano, 2005).
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As causas mais frequentes de estrongiloidiase associada ao
imunocomprometimento decorrem da desnutricAo  proteico-energética,
alcoolismo, neoplasias hematoldgicas, diabetes com cetoacidose, terapia de
imunossupressao com o uso de corticoides, transplantados de rim e figado, e
individuos infectados por HTLV-1 (Concha et al., 2005). Nestes casos a taxa de
mortalidade decorrente da hiperinfeccdo ou estrongiloidiase disseminada €

alta, podendo chegar a 87% (Olsen et al., 2009).

4.6 Diagnostico Parasitolégico

O diagnostico clinico da estrongiloidiase é dificil, pois trata-se de uma
parasitose assintomatica ou com sinais e sintomas inespecificos, na maioria
dos casos (Concha et al., 2005). Diante disso, ha necessidade da realizacao do
diagnéstico laboratorial, sobretudo com técnicas parasitologicas e sorologicas

(Agrawal et al., 2009).

O diagndstico padrdo da estrongiloidiase é baseado na observacao de
formas do parasito, sobretudo os estagios de larvas rabditoide ou filarioide,
principalmente nas fezes. Pacientes imunocompetentes apresentam baixa
liberacdo de larvas, devido a intermiténcia em sua liberacdo o que dificulta o
diagnostico da parasitose (Uparanukraw et al., 1999). Formas parasitarias
também podem ser encontradas em outros fluidos corporais como escarro,
aspirado duodenal, liquor e material de biopsia nos casos de hiperinfeccdo ou

infeccéo disseminada (Concha et al., 2005).
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A probabilidade de encontrar uma larva de S. stercoralis em uma
amostra uUnica de fezes € de 25% (Segarra-Newnham, 2007). Para aumentar
essa sensibilidade para 100% é recomendada a coleta de sete amostras,
colhidas em dias alternados (Uparanukraw et al., 1999) além da utilizacdo de
técnicas de termohidrotropismo ou de cultura (Costa-Cruz et al., 2003; Concha

et al., 2005).

As técnicas de Baermann (1917) - Moraes (1948) e Rugai (1954) tém
por fundamento o termohidrotropismo positivo larvario. Entretanto, para que
essas técnicas tenham sucesso, as larvas, se presentes, devem estar vivas em
material fecal fresco ndo preservado. Na técnica de Baermann-Moraes o
material fecal é colocado sobre uma gaze e tela, em seguida é colocado num
funil conectado a um tubo de borracha fechado com uma pingca metalica,
contendo 4gua a temperatura de 45°C, apoiado em um suporte para deixar na
posicao vertical. Na técnica de Rugai o material fecal é vertido sob uma gaze
em um calice de sedimentacdo com agua aquecida a mesma temperatura (De

Carli, 2007).

As técnicas de enriquecimento como as de cultura em papel-filtro em
tubo de ensaio, cultura de larvas em carvdo e cultura em placa de agar
apresentam maior sensibilidade, quando comparadas com as técnicas de
termohidrotropismo. Essas técnicas possibilitam a muda larvaria e, com isso, a
melhor visualizagdo e identificagdo das formas evolutivas, mesmo que em

baixas quantidades no material fecal (Liu; Weller, 1993; De Carli, 2007).
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4.7 Sorologia

A técnica de ELISA, a reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e o
WB sao descritos frequentemente como possiveis técnicas soroldgicas para o
diagnostico da estrongiloidiase (Boscolo et al., 2007; Gonzaga et al., 2011b;
Goncalves et al., 2012b). Essas técnicas apresentam variadas sensibilidade e
especificidade, de acordo com a preparagdo antigénica, o isotipo de anticorpo

conjugado utilizados e a populacao estudada (Olsen et al., 2009).

As preparacfes antigénicas utilizadas nas técnicas de ELISA e WB
inicialmente foram provenientes de antigenos homoélogos de S. stercoralis
(Conway et al., 1993; Siddiqui et al., 1997; Koosha et al., 2004; Sudré et al.,
2006; Krolewiecki et al., 2010), mas diante da baixa carga parasitaria em
humanos e a inviabilidade de um modelo experimental que mantenha a cepa
do parasito, recorre-se as preparacfes derivadas de antigeno heterdlogo. Séo
abundantes os relatos de pesquisadores que utilizaram S. venezuelensis e S.
ratti para obtencdo de antigenos heterélogos, uma vez que sao de facil
obtencéo, constituindo-se uma fonte segura de antigeno e nao representam
risco para seus manipuladores, além de apresentarem uma alta correlacdo com
antigenos de S. stercoralis (Costa-Cruz et al., 1997; 2003; Machado et al.,

2001; Rigo et al., 2008; Gonzaga et al., 2012).

Existem diversos métodos e tampdes para obtencdo de fracdes
antigénicas. De acordo com o tampdo de extracdo ocorre mudanca na
exposicdo de proteinas do parasito, havendo mudanga no reconhecimento de
bandas proteicas por anticorpos do paciente. De forma geral, as fracdes

antigénicas utilizadas sao soluveis e obtidas a partir da incubacdo das formas
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evolutivas com tampao, homogeneizacdo e centrifugacdo dos extratos. As
preparacdes antigénicas mais utilizadas no imunodiagndstico, sdo obtidas a
partir do estagio larvario em tampéao salino (Silva et al., 2003; Rodrigues et al.,

2007) ou alcalino (NaOH) (Costa-Cruz et al.,2003; Machado et al., 2003, 2008).

Diversos trabalhos relataram a utilizacdo do tampao salino nas
preparacdes antigénicas com larvas filarioides de S. stercoralis como o de
Genta e Lillibridge (1989) que utilizaram a técnica de WB identificando que
soros dos pacientes positivos para S. stercoralis pelas técnicas parasitoldgicas,
reconheceram a banda compreendida de 70-63kDa. Conway et al., (1993), com
a mesma preparagao antigénica, identificaram anticorpos contra as fracdes
proteicas de 41, 31 e 28 kDa em pacientes com estrongiloidiase. Siddiqui et al.,
(1997) identificaram as fragdes antigénicas de 96, 86, 75, 56, 41, 32, 28 e 26
kDa. Sudré et al., (2007) relataram bandas entre 129 e 6kDa, mas destacando

a de 26kDa.

Em relacdo aos antigenos heterdlogos de S. ratti destacam-se os
trabalhos de Rodrigues et al., (2004) com a fracao salina (PBS) encontrando
bandas de 101 a 7 kDa, destacando as de 57 e 28kDa como imunodominante;
e Silva et al., (2003) demonstraram a banda de 35 a 28 kDa com 96% de
reconhecimento pelos soros de pacientes positivos para S. stercoralis. Quando
se trata de antigenos heterélogos derivados de S. venezuelensis, Machado et
al., (2008) demonstraram gue a maioria dos soros de pacientes reconheceram
a fracdo proteica de 45 kDa, utilizando o extrato soluvel alcalino. Gonzaga et
al., (2011b) utilizando a fracdo salina (PBS) soluvel identificaram bandas de

120 a 160, 65 a 70, 52 a 55, 45, 41, 35 a 28, 21 e 19 kDa.
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Existem estudos sobre as variacGes das fracdes antigénicas obtidas, nas
quais o0s extratos podem ser tratados com algum detergente ou serem
purificados. Feliciano et al., (2010) aplicaram a técnica de ELISA utilizando
diversas variagcbes antigénicas de larvas de S. venezuelensis empregando o
tampdo salino e alcalino, observando que a fracdo detergente (Triton X114)
salina foi mais eficiente no diagndstico da estrongiloidiase humana. Gonzaga et
al., (2011a) purificaram o antigeno salino em uma coluna de Concanavalina-A e
demonstraram nesse estudo que a fracdo ndo ligante se revelou melhor para
0s testes sorologicos. Por outro lado, Gonzaga et al., (2012) relataram a fracéo
ligante do antigeno salino de S. venezuelensis em resina de troca idnica de
dietilaminoetil cefarose como provavel fonte de polipetideos imunodominantes.
Inés et al., (2013) relataram a utilizacdo de metaperiodato de sddio na fracéo

soluvel salina.

bY

Paralelamente a purificacdo de proteinas, Northern et al., (1989)
descreveram, de forma pioneira, que proteinas de membrana de parasitos
constituem importante fonte antigénica e a sua caracterizagcdo pode ser
realizada com o uso de detergentes. Os detergentes frequentemente utilizados
em laboratérios sdo surfactantes suaves, ou seja, agentes que atuam na
superficie, podendo promover o rompimento de membranas celulares e, assim,

liberar as proteinas (Bollag et al., 1996).

Dentre os detergentes mais utilizados, pode-se destacar o SDS (i6nico)
e 0 CHAPS (zwiteribnicos). Detergentes ibnicos sdo hidrofébicos e apresentam
um componente aniénico ou catibnico. O SDS é um surfactante eficaz que

consegue solubilizar a maioria das proteinas em uma solucdo, quebrando
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ligacbes nao covalentes de proteinas levando a desnaturacdo, perda da
conformac&o nativa e da funcdo. E amplamente utilizado na eletroforese de
géis de poliacrilamida em condi¢cdes desnaturantes. O grupo dos detergentes
zwiteriénicos (ou anfoteros) € hidrofilico e contém tanto carga positiva quanto
negativa, em quantidades iguais, resultando numa carga zero, normalmente

mais forte que os surfactantes nao iénicos (Linke, 2009).

Existem também estudos com antigenos recombinantes como o de Ravi
et al.,(2002) que obtiveram 87,5% de sensibilidade e 94,0% de especificidade
para a técnica de ELISA. Pela técnica de WB a banda imunodominante foi a de
38kDa, seguidas das de 31 e 42 kDa. Krolewiecki et al.,(2010) demonstraram
84% de sensibilidade e 100% de especificidade para um antigeno
recombinante de 31 kDa, mas destacaram a utilizacdo do ensaio com

luciferase com 97,8% de sensibilidade e 100% de especificidade.

Outros estagios evolutivos tém sido avaliados para a aplicacdo nas
técnicas sorologicas. Paralelamente a utilizacdo larvaria em preparacfes
antigénicas, Goncalves et al., (2012a; 2012b) utilizaram antigenos de ovos e
fémeas partenogenéticas para o imunodiagndstico; entretanto, o antigeno

larvario continuou a se destacar dos demais.

Tém sido relatadas outras formas de extracdo de proteinas de parasitos
utilizadas como antigenos com possiveis aplicagcdes em técnicas soroldgicas.
Castro-Borges et al., (2007) relataram a utilizacdo de tampao Tris-HCI para
extracao de proteinas soluveis de Schistosoma mansoni. Para estrongiloidiase,
Northen e Grove (1990) e Paula et al., (2009) utilizaram o tamp&o supracitado

para extracdo de proteinas.
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5 METODOS
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5.1 Aspectos éticos

5.1.1 Experimentacao animal

Os projetos experimentais de pesquisa cumprem as Leis 6.638/79 e
9605/98, o Decreto 24.645/34, os principios éticos na Experimentacdo Animal
(COBEA) e outras instrucdes que regulamentam pesquisas com animais. Os
trabalhos foram iniciados apés aprovacao do projeto de pesquisa numero CEP-
IMT 002/10, pelo Comité de Etica em Pesquisa Animais do Instituto de
Medicina Tropical de Sédo Paulo, da Universidade de Séao Paulo (IMTSP-USP),

Sao Paulo, Brasil.

5.1.2 Pesquisa com seres humanos

De acordo com as normas que regem as pesquisas que envolvam seres
humanos, foi elaborado um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(Apéndice A) que obedece as recomendacdes da Resolu¢cdo niumero 196 de 10
de outubro de 1996 do Conselho Nacional de Saude. O presente projeto de
pesquisa foi submetido & Comissdo de Etica e Pesquisa do Departamento de
Moléstias Infecciosas e Parasitarias da Faculdade de Medicina da Universidade
de S&o Paulo e, posteriormente, ao Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
das Clinicas (CAPPesq) da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao

Paulo, tendo sido aprovado sob nimero 266.046 (Apéndice B).
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5.2 Obtencao dos Parasitos

Para manutencdo do ciclo do parasito, Rattus norvegicus linhagem
Wistar, mantidos no Biotério do Instituto de Medicina Tropical (IMT-USP) foram
infectados experimentalmente, a intervalos de 15 dias, via subcutanea, com
2000 larvas filarioides de S. venezuelensis. A cepa mantida foi gentilmente
cedida pela Profa. Dra. Marlene Tiduko Ueta, docente do Laborat6rio de
Parasitologia do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas

(UNICAMP).

As larvas filarioides foram obtidas a partir de cultura das fezes de ratos
infectados apds o décimo dia da infec¢cdo. Aproximadamente 20 gramas de
fezes foram diluidas em &gua e acrescidas de carvdo animal, a cultura
permaneceu em estufa (28°C) por 48 horas. As larvas filarioides foram colhidas
e concentradas utilizando a técnica de Rugai. As larvas recolhidas foram
contadas sob microscopia Optica, em seguida lavadas com solucéo salina e

mantidas a -20°C até o momento do uso.

5.3 Obtencéao das fracbes antigénicas

As preparagbes antigénicas foram realizadas a partir de larvas
filarioides, sendo que essas foram diluidas em solucédo alcalina (NaOH) ou
tampéo salino (PBS e Tris-HCI). Foram testadas as fragbes soluveis e de
membrana de cada preparagdo. O conteudo proteico das fracdes foi avaliado

utilizando-se o método de Lowry et al., (1951), com soro albumina bovina para



29

a construcdo da curva padrdo e o kit comercial da Bio-Rad ®

(Hercules,CA,USA).

5.3.1 FracOes alcalinas

As fracOes alcalinas em NaOH (antigeno soluvel alcalino (SA) e antigeno de
membrana alcalino de larvas filarioides (MA)) foram adaptadas de Machado et
al., (2003). Aproximadamente 100 mg de larvas filarioides, foram
ressuspensas em tampdo de homogeneizacdo 0,15M NaOH (1,0mL),
suplementado com coquetel de inibidores de protease (50uL) (Sigma-Aldrisch,
St. Louis, MO, USA). As fracdes solluveis foram obtidas por sonicacéo,
homogeneizacéo e centrifugacdo 12400g a 4°C durante 30 minutos. Os pellets
obtidos foram utilizados para a extracdo de proteinas de membrana através de
homogeneizacdo em tampédo SDS 10% (1,0mL) por 5 minutos a 100°C,

seguido de centrifugacao 124009 a 4°C.

5.3.2 Fracgdes Salinas PBS

As fracBes salinas em PBS (antigeno sollivel salino PBS de larvas
filarioides (SS), antigeno de membrana salino de larvas filarioides (MS)) foram
adaptadas de Gonzaga et al., (2011b). Aproximadamente 100 mg de larvas
filarioides, foram ressuspensas em tampdo de homogeneizacdo PBS 0,01M
pH 7,2 (1,0mL) suplementado com coquetel de inibidores de protease (50uL)
(Sigma-Aldrisch, St. Louis, MO, USA). As fracfes soluveis foram obtidas por

sonicacéo e centrifugacdo 12400g a 4°C durante 30 minutos. Os pellets obtidos
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foram utilizados para a extracdo de proteinas de membrana através de
homogeneizacdo em tampdo SDS 10% (1,0mL) por 5 minutos a 100°C,

seguido de centrifugacdo 124009 a 4°C.

5.3.3 Fracdes Salinas Tris-HCI

As fracdes salinas Tris-HCI (antigeno solluvel salino (ST), antigeno de
membrana salino de larvas filarioides (MT)) foram adaptadas de Castro-Borges
et al.,, (2007). Aproximadamente 100 mg de larvas filarioides foram
ressuspensas em tampao de homogeneizacdo 10 mM Tris-HCI pH 7,5, 1 mM
DTT, 1% glicerol (1,0mL) suplementado com coquetel de inibidores de
protease (50uL) (Sigma-Aldrisch, St. Louis, MO, USA). As fracBes soluveis
foram obtidas por sonicacdo, seguida de ultra-centrifugacdo a 12400g a 4 °C
durante 60 minutos. Os pellets obtidos foram utilizados para a extracdo de
proteinas de membrana através de homogeneizacdo em tampao 7M ureia, 2M
tioureia, 4% CHAPS, 65 mM DTT (1,0mL) por 5 minutos a 100°C, seguido de

centrifugacéo 12400g a 4°C.

5.4 Populagdes de estudo

Foram utilizadas 92 amostras de sangue e de fezes de individuos que
tinham acompanhamento ambulatorial no Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina de Sao Paulo e voluntarios do Instituto de Medicina Tropical de

Sédo Paulo da Universidade de Séo Paulo, divididas em trés grupos baseando-
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se nos resultados parasitologicos das amostras de fezes. O critério de inclusédo
a pesquisa constituiu-se do fornecimento de amostras de fezes e sangue e o
de exclusdo a idade inferior a 10 anos. Os individuos foram divididos em trés

grupos:

Grupo I: 20 pacientes com diagnoéstico parasitologico positivo para S.

stercoralis;

Grupo II: 32 pacientes com diagndstico parasitologico para outras
parasitoses intestinais monoinfectados: Ancilostomideos (n=4); Ascaris
lumbricoides (n=2); Blastocystis spp (n=3); Enterobius vermicularis (n=1);
Endolimax nana (n=3); Giardia intestinalis (n=3) ; Hymenolepis nana (n=1);
Schistosoma mansoni (n=9); ou polinfectados: ancilostomideos, H. nana
(n=1); S. mansoni, A. lumbricoides, Entamoeba coli, Blastocystis spp, E.
nana (n=1); G. intestinalis, E. nana (n=1); A. lumbricoides, Blastocystis spp
(n=1); Endolimax nana, S. mansoni, Blastocystis spp (n=1);

ancilostomideos, E. coli, Entamoeba dispar/histolytica; S. mansoni (n=1).

Grupo llI: 40 individuos com diagndstico parasitolégico negativo para

quaisquer enteroparasitos.

Os individuos dos grupos | e Il foram recrutados a partir do diagndstico
parasitoldgico conduzido na Secdo de Parasitologia da Divisdo de Laboratoério
Central do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de
Séo Paulo, de acordo com métodos de rotina (Lutz, Rugai, Faust e coloracdo

pelo Tricrdbmio) em amostras de fezes. O recrutamento se deu por contato
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telefénico, pelo qual se solicitou nova amostra de fezes. Na consulta médica, o
individuo foi informado sobre a pesquisa e convidado a participar do estudo.
Apos a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido foi realizada
a coleta de uma amostra de sangue, por puncao venosa, antes do tratamento.

O grupo Il foi formado por voluntarios do Instituto de Medicina Tropical de
Sdo Paulo. Foram solicitadas amostras de fezes e sangue, bem como a
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. De acordo com o
resultado coproparasitologico os individuos foram direcionados aos grupos I, Il
ou lll.

As amostras de fezes foram processadas imediatamente apés a coleta
pelos métodos de sedimentacdo, cultura em placa de agar e Rugai enquanto
gue a amostra de sangue foi centrifugada a 3000 rpm por 5 minutos para a

separacédo do soro permanecendo estocado a -20°C até o momento do uso.

5.5Técnicas Parasitoldgicas

5.5.1 Técnica de Sedimentacao espontanea (Lutz, 1919)

Aproximadamente 5g de fezes foram diluidos em 50 mL de agua; a seguir
foram acrescidos aproximadamente 100 mL de agua filtrada, que foram
fitrados em gaze, permanecendo em repouso, por aproximadamente duas
horas. O sedimento formado, acrescido de Lugol, foi analisado em microsopia

optica nos aumentos de 100x e 400x.
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5.5.2 Técnica de cultura em placa de agar (Koga et al., 1991)

Aproximadamente 2g de fezes foram adicionadas a uma placa de Petri
contendo &gar motilidade para realizacdo da cultura. A placa foi vedada e
deixada a temperatura ambiente por dois dias. Ap6s o periodo supracitado, a
placa foi embebida em alcool 70% por 10 minutos. O material foi coletado,
centrifugado, acrescido de Lugol e analisado em microsopia Optica nos

aumentos de 100x e 400x.

5.5.3 Técnica de termohidrotropismo larvéario (Rugai, 1954)

O restante do material fecal permaneceu no frasco coletor, foi recoberto
com gaze. O conjunto foi vertido em um calice contendo &gua corrente
aguecida a aproximadamente 40°C por duas horas. O material sedimentado foi
coletado, acrescido de Lugol e analisado em microsopia Optica nos aumentos

de 100x e 400x.

5.6 Técnicas Imunoldgicas

5.6.1 Técnica Imunoenzimética (ELISA)

Inicialmente foi realizada uma avaliacdo da técnica de ELISA utilizando o
extrato SS como antigeno, soros diluidos 1:80, 1:100 e 1:200, e o conjugado

diluido 1:30000 e 1:60000 em PBST (PBS com 0,05% de Tween 20, pH 7,2) e
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PBSTM (PBST com leite desnatado em p6 3%). Esta avaliacédo foi realizada
buscando a obtencao de melhores resultados de especificidade e sensibilidade.

Apoés a avaliacao inicial, foi estabelecido que a técnica de ELISA fosse
executada nas seguintes condicbes: as placas de poliestireno foram
sensibilizadas durante a noite com 10ug/ml das diferentes fracdes antigénicas
estudas, em tampéo carbonato-bicarbonato 0,06M pH 9,6. Apds lavagem com
PBST, foram adicionados os soros padrdes negativos e positivos, bem como
soros-testes diluidos em PBSTM. Apds 45 minutos a 37°C, nova lavagem com
PBST. Em seguida, foi adicionado o conjugado anti-lgG humano fragcdo fc
marcado com peroxidase (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA), diluido em
PBSTM. Ap6s 45 minutos a 37°C, foi adicionado o substrato H,O,, OPD
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) em tampé&o citrato-fosfato 0,1M pH 5,5, na
auséncia da luz por 15 minutos. A reacédo foi interrompida com acido sulftrico
2N. Os valores de absorbancia foram determinados em leitor de ELISA
(Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA) no comprimento de onda de

490nm.

5.6.2 Western-blotting (WB)

5.6.2.1 Analise do perfil eletroforético das amostras

antigénicas

Para determinar o perfil de bandas procedeu-se a analise eletroforética com
a realizacdo da técnica de SDS-PAGE (eletroforese em gel de poliacrilamida

em dodecil sulfato de sodio). Aproximadamente 20ug/mL por cm de gel das
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fracbes antigénicas foram submetidos a eletroforese em condicbes

desnaturantes e ndo redutoras, de acordo com Laemmli (1970).

O gel de poliacrilamida de 12% foi preparado em suporte vertical para mini-
gel (SCIE-PLAS, LTD, Cambridge, EN). As amostras foram ressuspensas em
quantidade igual de tamp&do de amostra (Tris-HCI 0,5M pH 6,8, SDS 10%,
glicerol 20%, DTT 0,1M, Azul de bromofenol 0,2%) e aquecidas a 100°C em
banho-maria por cinco minutos e pipetadas no gel. Apos a adicdo do tampao
de corrida Tris (0,3%) — Glicina (1,5%) procedeu-se a eletroforese a 100V e
40mA por aproximadamente duas horas. Foi utilizado padrdo de massa
molecular (10 a 260kDa - Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA) para

determinacao das bandas proteicas relativas.

O gel foi corado com Coomassie blue 0,5% e digitalizado para
documentacdo. Massas moleculares das fracées proteicas foram determinadas

por regressao linear, de acordo com o padrao de massa molecular referéncia.

5.6.2.2 Imunodeteccéao de bandas proteicas

Para determinar o perfil de bandas proteicas reconhecidas pelos soros
positivos para S. stercoralis, ap6és a SDS-PAGE, foi realizado o WB.
Membranas de PVDF (20um) (Bio-Rad Laboratories Headquarter, Hercules,
CA, USA) foram utilizadas para a transferéncia em sistema Mini Trans-blot.

O sistema de eletrotransferéncia foi executado com a utilizacdo de
esponja, papeéis filtro, gel, membrana, novamente papéis filtro e esponja,

formando um sanduiche, umedecidos em tampé&o de transferéncia (Tris 10mM,
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Glicina 95mM, etanol 20%, SDS 10%). A amperagem foi de 200mA e a
voltagem 50V por aproximadamente 2 horas. As membranas foram cortadas
em tiras de aproximadamente 3 mm e estocadas até 0 momento do uso.

Para estabelecer as condicdes ideais de reacdo de WB, foi realizada uma
avaliacdo inicial com antigeno SS, soros em diferentes diluicdes 1:100 e
1:1000; e o anticorpo secundario anti-lgG humano fragdo Fc conjugado a
peroxidase, diluido 1:500, 1:1000 e 1:2000 em tampéao Tris-HCI Leite 5% (TM).

Apoés a avaliacao inicial, a membrana foi colocada para reagir com o
anticorpo primario (soros testes) diluido 1:100 em tampéo de diluicdo (TM -
Tris-HCI 1M pH 7,5 5%, NaCl 5M 2% acrescido de 0,05% de Tween 20 e 5%
de leite desnatado em pO) por um periodo de aproximadamente 18 horas a
4°C, apébs bloqueio em tampéo Tris-HCI 1M pH 7,5 acrescido de 3% de Tween
20 e 3% de Leite por 1h a 4°C. O anticorpo secundario (anti-lgG humana fracéo
Fc conjugado com peroxidase (Sigma-Aldrisch, St. Louis, MO, USA) foi diluido
1:1000 no tampao de diluicdo do anticorpo por 1h30. A revelacao foi realizada
com DAB (Sigma-Aldrisch, St. Louis, MO, USA) comercial na auséncia de luz.

A deteccdo de componentes antigénicos deu-se com auxilio do scanner
Luminescent image analyser (Fujifilm, Minato, Téquio, JP) e do programa

Image Quant LAS 400 versao 1.2 (GE, Fairfild, CT, USA).

5.7 Normas de Biosseguranca

Os procedimento de coleta, manipulacdo de materiais biolégicos e
reagentes, além da utilizacdo de equipamentos, estiveram em conformidade

com as normas de biosseguranca descritas por Mineo et al., (2005).
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5.8 Analise estatistica

A anadlise dos antigenos nos diferentes grupos foi realizada pelo teste
Kruskal-Wallis utilizando comparac¢des nao paramétricas de Dumm (Neter et

al., 1996; Kirkwood; Sterne, 2006).

A determinacao dos valores de corte para cada antigeno foi elaborada a
partir da andlise da curva receiver operating characteristic (ROC) e medidas de
diagnéstico, p<0,05 (Programa STATA 11.0) (Greinerj et al., 1995).

Os resultados da reatividade dos soros estdo expressos em indice
ELISA (IE) — valores de absorbancia dividido pelo cut-off (média acrescida de
dois desvios padrdes de soros padrdes negativos), sendo consideradas
positivas as amostras com IE>1,0.

Para técnica de WB foram considerados individuos positivos aqueles
gue apresentaram no minimo duas bandas, dentre as frequentes em mais de
50% dos individuos do grupo |I.

Para mensurar a eficiéncia, a concordancia das técnicas diagnosticas e
a razao de probabilidade foram calculados, respectivamente, a acuracia
diagnéstica (AC), soma dos pacientes verdadeiros positivos com 0s
verdadeiros negativos divididos pelo niamero total de pacientes; o indice Kappa
(K) correlacionando a acurécia encontrada com a esperada,; e o Likelihood ratio
(LR), que relaciona a sensibilidade com a probabilidade de individuos sem a

doenca serem positivos laboratorialmente (Mineo et al., 2005).
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6 RESULTADOS
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Os resultados referentes a avaliacdo proteica das fracbes antigénicas
bem como da aplicacdo das técnicas parasitolégicas e das técnicas sorolégicas

aos trés grupos de individuos estao apresentadas a seguir.

6.1 Avaliagdo proteica das fragOes antigénicas

Apoés a obtencédo das fracdes antigénicas, uma aliquota foi destinada
para dosagem proteica pelo método de Lowry et al., (1951) (Tabela 1) e outra
destinada a analise por SDS-PAGE 12% em condicbes desnaturantes, para

observacéo do perfil de bandas (Figura 2).

Tabela 1 — Concentracéo de proteinas das fragbes antigénicas obtidas a partir de
larvas filarioides de S. venezuelensis

Fracéo antigénica Proteinas (mg/mL)
SS - soluvel PBS 1,3
SA - soluvel alcalino 7,2
ST - soltvel Tris-HCI 1,8
MS — membrana PBS 6,2
MA — membrana alcalino 1,7

MT — membrana Tris-HCI 6,9
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Figura 2 — SDS-PAGE 12% indicando perfil proteico das fraces sollveis SS, SA e ST
e de membrana MS, MA e MT de larvas filarioides de S. venezuelensis

6.2 Técnicas Parasitoldgicas

As amostras de fezes foram processadas pelos métodos de Lutz, Rugai
e cultura em placa de agar. De acordo com os resultados obtidos, os individuos
foram divididos nos grupos I, Il e Ill. A técnica de cultura em placa de agar

revelou 95% de positividade para S. stercoralis (Tabela 2).
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Tabela 2 — Numero de positivos pelas técnicas parasitolégicas nas 92 amostras de
fezes dos individuos do HCFMUSP de 2011 a 2013

Cultura
Grupos Lutz em placa Rugai Total
de 4gar
Grupo | 8 19 11 20
Grupo Il 30 4* 1* 32
Grupo Il 0 0 0 40

*amostras positivas para ancilostomideos.

6.3 Técnicas Soroldgicas
6.3.1 Avaliacao inicial da técnica ELISA

A avaliacdo inicial foi realizada com antigeno SS, em funcdo de ser o
mais estudado. Os soros foram diluidos 1:80, 1:100 e 1:200 em PBST e

PBSTM e o0 anticorpo secundario 1:30000 e 1:60000 em PBST e PBSTM.

Os dados foram analisados utilizando a curva ROC, indicando o cut-off,
a sensibilidade (SE), a especificidade (ES), a area sob a curva (AUC) e o
likelihood ratio (LR). De acordo com a analise da curva ROC (Figura 3), os
resultados iniciais demonstraram sensibilidade de 76,5% a 100%, e

especificidade de 40% a 87,5% (Tabela 3).
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Figura 3 — Curvas ROC, indicando o cut-off, a sensibilidade (SE), a especificidade (ES),
area sob a curva (AUC) e o (LR) likelihood ratio segundo o programa Graph Pad Prism,
versdo 5.0, utilizando a fracdo sollvel salina PBS (SS) de S. venezuelensis. As curvas
ROC foram obtidas a partir de amostras de soro de individuos positivos em relacdo aos
individuos negativos e com outras parasitoses. A e B — soros diluidos 1:80 e o anticorpo
secundario 1:60000 e 1:30000, respectivamente; C e D - 1:100 e 1:200, respectivamente e

E e F — soros 1:100 e 1:200, respectivamente e o

anticorpo secundario 1:30000. G — soros 1:200 e anticorpo secundario 1:60000 bloqueados
com PBSTM
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Tabela 3 — Parametros de diagndstico na validagédo da técnica de ELISA em diferentes

concentracdes do soro dos individuos e do conjugado

Soro Conjugado SE (%) ES (%)

A* 1:80 1:30000 100 45

B* 1:80 1:60000 100 40

c* 1:100 1:60000 87,5 46,5
D* 1:200 1:60000 100 46,7
E* 1:100 1:30000 93,3 42,3
F* 1:200 1:30000 78,6 40,7
G** 1:200 1:60000 76,5 87,6

A e B — soros diluidos 1:80 e o anticorpo secundario 1:30000 e 1:60000, respectivamente; C e
D - 1:100 e 1:200, respectivamente e o anticorpo secundario 1:60000. E e F — soros 1:100 e
1:200, respectivamente e o anticorpo secundario 1:30000. G — soros 1:200 e anticorpo
secundario 1:60000 blogueados com PBSTM.; *Soros diluidos em PBST; ** Soros diluidos em
PBSTM; SE — Sensibilidade; ES — Especificidade.

6.3.1.1 Técnica ELISA

A partir dessa avaliagdo inicial, os soros dos individuos dos grupos |, Il e
[Il foram diluidos em tampao PBSTM 1:200 e o anticorpo secundario anti-IgG
humano, foi diluido 1:30000 em PBSTM. Para a avaliagdo dos dados gerados
pela curva ROC, foi calculada a acuracia, definida como a soma dos pacientes
verdadeiros positivos com os verdadeiros negativos divididos pelo nimero total

de pacientes.

Os soros dos individuos foram testados com antigenos solluveis e de
membrana pela técnica de ELISA, como demonstrado nas Figuras 4 e 5,

respectivamente. A andlise dos dados utilizando a curva ROC, demonstrou que
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as fracdes soluveis dos antigenos apresentaram sensibilidade de 90,0% e
especificidade de 88,9% a 94,4% (Figura 6), enquanto que as fracbes de
membrana 95,0% e 94,4%, de sensibilidade e especificidade, respectivamente
(Figura 7). A sensibilidade, a especificidade, a acuracia e o indice Kappa de
cada fracdo antigénica estdo apresentados na Tabela 4. Os resultados de

reatividade cruzada para técnica ELISA estdo demonstrados na Tabela 5.
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Figura 4 — Detecc¢édo de anticorpos IgG anti-Strongyloides em amostras de soro com individuos
com estrongiloidiase (grupo | (e)), com outras parasitoses (grupo Il (=)) e negativos (grupo llI
(A)) por ELISA utilizando as fracBes sollveis de S. venezuelensis SS (A), SA (B) e ST (C).

Pacientes acima da linha no nimero 1 apresentam ELISA positivo
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Figura 5 — Detecc¢do de anticorpos IgG anti-Strongyloides em amostras de soro com individuos
com estrongiloidiase (grupo | (e)), com outras parasitoses (grupo Il (=)) e negativos (grupo Il
(A)) por ELISA utilizando as fragbes de membrana de S. venezuelensis MS (A), MA (B) e MT

(C). Pacientes acima da linha no numero 1 apresentam ELISA positivo
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Figura 6 - Curvas ROC, indicando o cut-off, a sensibilidade (SE), a especificidade (ES), area
sob a curva (AUC) e o (LR) likelihood ratio segundo o programa Graph Pad Prism, versdo 5.0
da técnica ELISA, utilizando as fra¢gbes sollveis SS (A), SA (B) e ST (C) de S. venezuelensis.
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Figura 7 - Curvas ROC, indicando o cut-off, a sensibilidade (SE), a especificidade (ES), area

sob a curva (AUC) e o (LR) likelihood ratio segundo o programa Graph Pad Prism, versdo 5.0

da técnica ELISA, utilizando as fracdes de membrana MS (A) , MA (B) e MT (C) de S.

venezuelensis As curvas ROC foram obtidas a partir de amostras de soro de individuos

positivos em relagao aos individuos negativos e com outras parasitoses
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Tabela 4 - Parametros de diagnostico das fracGes antigénicas de larvas filarioides de

S. venezuelensis pela técnica de ELISA

FracOes
o SE (%) ES (%) AC (%) K
antigénicas

SS 90,0 88,9 89,2 0,712
SA 90,0 94,4 93,5 0,815
ST 90,0 88,9 89,2 0,712
MS 95,0 94,4 94,8 0,848
MA 95,0 94,4 94,8 0,848
MT 95,0 94,4 94,8 0,848

SE — Sensibilidade; ES — Especificidade; AC — Acuracia Diagnéstica; K — indice Kappa
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Tabela 5 — Reatividade cruzada entre individuos com outras parasitoses (grupo 1) nas

diferentes fracdes antigénicas pela técnica ELISA

Parasitos SS SA ST MS MA MT

S. mansoni (n=9) 1 2 2 1 1 1
A.lumbricoides (n=2) - - - - - -
Ancilostomideos (n=4) 1 1 1 - - -
E. vermicularis (n=1) - - - - - -
G. lamblia (n=3) - - - - - -
E. nana (n=3) - - - - - -
Blastocystis spp (n=3) - - - - - -
H. nana (n=1) - - - - - -

Poli infectados * (n=6) - - 1 - 1 -

* ancilostomideos, H. nana (n=1); S. mansoni, A. lumbricoides, Entamoeba coli, Blastocystis
spp, E. nana (n=1); G. intestinalis, E. nana (n=1); A. lumbricoides, Blastocystis spp (n=1);
Endolimax nana, S. mansoni, Blastocystis spp (n=1); ancilostomideos, E. coli, Entamoeba

dispar/histolytica; S. mansoni (n=1).

6.3.2 Western-blotting

Para estabelecer as condic¢des ideais para a reacdo de WB, foi realizada
a avaliacdo inicial, utilizando a fragdo SS como antigeno, soros nas diluicbes
1:100 e 1:1000; e o anticorpo, diluido 1:500; 1:1000 e 1:2000 em tampao Tris-
HCI Leite 5% (TM). A Figura 7 demonstra a avaliagédo inicial realizada com o
soro e o0 anticorpo diluidos 1:1000 em tampdo TM. Apés essa avaliacdo
estabeleceu-se que os soros fossem diluidos 1:100 overnight e o anticorpo
secundario 1:1000 em tampao TM. Nas Figuras 8 a 13 estdo demonstrados

WB das diferentes fracbes antigénicas de S. venezeuelensis.
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Figura 8 — Avaliacéo inicial do WB frente a preparagéo sollvel salina PBS (SS) de S.venezuelensis, utilizando soros de individuos com
estrongiloidiase (1 e 2, grupo |), com ancilostomideo (3, grupo Il); e negativo (4, grupo lll). Os soros e anticorpo secundario foram diluidos
1:1000. MM — Padréo de massa molecular de 220-12 kDa (Sigma-Aldrisch, St. Louis, MO, USA)
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Figura 9 — WB frente a preparacéao soluvel salina PBS (SS) de S.venezuelensis, utilizando soros de individuos com estrongiloidiase (1 a 5,
grupo |); com outras parasitoses (6 a 10, grupo Il); e negativos (11 a 15, grupo lll). MM — Padrdo de massa molecular de 260-10 kDa
(Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA)
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Figura 10 — WB frente a preparagédo soluvel alcalina (SA) de S.venezuelensis, utilizando soros de individuos com estrongiloidiase (1 a 5,
grupo I); com outras parasitoses (6 a 10, grupo Il); e negativos (11 a 15, grupo lll). MM — Padrdo de massa molecular de 260-10 kDa
(Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA)
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Figura 11 — WB frente a preparacéo soluvel salina Tris-HCI (ST) de S.venezuelensis, utilizando soros de individuos com estrongiloidiase (1
a 5, grupo |); com outras parasitoses (6 a 10, grupo 1l); e negativos (11 a 15, grupo Ill). MM — Padréo de massa molecular de 260-10 kDa
(Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA)
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Figura 12 — WB frente a preparacdo de membrana salina PBS (MS) de S.venezuelensis, utilizando soros de individuos com estrongiloidiase
(1 a 5, grupo I); com outras parasitoses (6 a 10, grupo Il); e negativos (11 a 15, grupo lll). MM — Padrdo de massa molecular de 260-10 kDa
(Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA)
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Figura 13 — WB frente a preparacédo de membrana alcalina (MA) de S.venezuelensis, utilizando soros de individuos com estrongiloidiase (1
a 5, grupo I); com outras parasitoses (6 a 10, grupo Il); e negativos (11 a 15, grupo lll). MM — Padrdo de massa molecular de 260-10 kDa
(Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA)
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Figura 14 — WB frente a preparacdo de membrana salina Tris-HCI (MT) de S.venezuelensis, utilizando soros de individuos com
estrongiloidiase (1 a 5, grupo |); com outras parasitoses (6 a 10, grupo Il); e negativos (11 a 15, grupo Ill). MM — Padrdo de massa molecular
de 260-10 kDa (Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA)
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Foram considerados componentes antigénicos imunodominantes aqueles
com frequéncia maior ou igual a 50% nos pacientes no grupo I. Os testes foram
considerados positivos quando apresentaram duas ou mais bandas
imunodominantes. A frequéncia de todas as bandas encontradas pela técnica de
WB consta no Anexo A, e as bandas imunodominantes utilizando os antigenos
soliveis e de membrana estdo demonstrados nas Figuras 15 e 16,

respectivamente.

Apés analise chegou-se aos dados de sensibilidade e especificidade da
técnica de WB. As fracdes sollveis apresentaram sensibilidade variando de 90%
a 100% e especificidade de 84,7% a 93,1%. As fracdbes de membrana
apresentaram sensibilidade de 100% e especificidade variando de 54,2% a 93,1%
(Tabela 6). Os resultados de reatividade cruzada do teste WB estdo

demonstrados na Tabela 7.
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Figura 15 - Porcentagem da frequéncia de reatividade das bandas frente as amostras de
soro de individuos com estrongiloidiase (grupo I); com outras parasitoses (grupo 1) ou
negativos (grupo lll), determinadas pela técnica de WB utilizando as fracdes soluveis, SS

(A), SA (B) e ST (C)
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Figura 16 - Porcentagem da frequéncia de reatividade das bandas frente as amostras de
soro de individuos com estrongiloidiase (grupo I); com outras parasitoses (grupo 1) ou
negativos (grupo Ill) determinadas, pela técnica de WB utilizando os extratos de

membrana, MS (A), MA (B) e MT (C)
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Tabela 6 — Parametros de diagndstico das fracGes antigénicas de larvas filarioides de S.

venezuelensis pela técnica de WB

Parametros SE (%) ES (%) AC (%) LR K
SS 90 93,1 92,4 13 0,788
SA 100 84,7 88 6,6 0,707
ST 100 93,1 94,5 14,4 0,854
MS 100 93,1 92,4 10,3 0,801
MA 100 54,2 64,1 2,2 0,339
MT 100 84,7 88,0 6,6 0,707

SE — Sensibilidade; ES — Especificidade; AC — Acuracia Diagnostica; LR — Likelihood ratio; K —

indice Kappa



60

Tabela 7 — Reatividade cruzada entre individuos com outras parasitoses (grupo Il) nas

diferentes fracdes antigénicas pela técnica de WB

Parasitos SS SA ST MS MA MT

S. mansoni (n=9) - 1 - 1 1 1
A.lumbricoides (n=2) - - - - - -
Ancilostomideos (n=4) - - - 2 1 1
E. vermicularis (n=1) - - - - - -
G. lamblia (n=3) - - - - 2 -
E. nana (n=3) - - - - - -
Blastocystis spp (n=3) - - - 1 - -
H. nana (n=1) - - - - -

Poli infectados * (n=6) - - - 3 - 2

* ancilostomideos, H. nana (n=1); S. mansoni, A. lumbricoides, Entamoeba coli, Blastocystis spp,
E. nana (n=1); G. intestinalis, E. nana (n=1); A. lumbricoides, Blastocystis spp (n=1); Endolimax
nana, S. mansoni, Blastocystis spp (n=1); ancilostomideos, E. coli, Entamoeba dispar/histolytica;

S. mansoni (n=1)
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7 DISCUSSAO
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A estrongiloidiase € uma infeccdo parasitaria negligenciada, com
prevaléncia em regides tropicais e subtropicais, sobretudo no Brasil (Paula;
Costa-Cruz, 2011). O diagnostico dessa parasitose € realizado, principalmente,
pelas técnicas parasitologicas. Entretanto estas apresentam baixa sensibilidade,
principalmente pela intermiténcia na liberacdo larvaria e pouca eliminacdo de

larvas nos casos cronicos (Uparanukraw et al., 1999; Zaha et al., 2000).

No presente trabalho, os testes parasitologicos foram realizados para
definicdo dos grupos de estudo, sendo o grupo | individuos com resultado positivo
para S. stercoralis, em pelo menos uma técnica parasitolégica. O diagndstico
parasitolégico confirmou a maior sensibilidade na placa de &gar, apresentando
sensibilidade de 95%. Inés et al., (2011), revelaram a mesma porcentagem na

técnica supracitada para a detecgdo de S. stercoralis.

As técnicas sorolégicas vém sendo utilizadas como alternativas no
diagnéstico desta parasitose, sobretudo associadas as técnicas parasitologicas,
visto que a deteccdo de casos positivos aumenta quando ambos os exames sao
realizados concomitantemente (Machado et al., 2008). Entre as técnicas
sorologicas destacam-se as técnicas de ELISA e de WB (Pirisi et al., 2006;

Requena-Méndez et al., 2013).

Diversos trabalhos foram realizados buscando as melhores condi¢gbes de
sensibilidade e de especificidade para o diagnéstico soroldgico da estrongiloidiase

(Ravi et al., 2002; Costa-Cruz et al., 2003; Machado et al., 2003, Inés et al., 2013).

A utilizagdo dos antigenos heterdlogos de S. venezuelensis ou de S. ratti

vem sendo relatada por diversos autores como alternativa para o0
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imunodiagndstico da estrongiloidiase humana. O uso dos antigenos heterdlogos
se faz tdo eficiente quanto ao homélogo com indices de sensibilidade e
especificidade semelhantes (Costa-Cruz et al., 2003; Rodrigues et al., 2007; Van
Doorn et al., 2007; Goncalves et al., 2012b). No presente trabalho, foram
utilizadas como antigeno larvas filarioides de S. venezuelensis, diante de sua
disponibilidade e énfase dada atualmente na literatura (Machado et al., 2008;
Feliciano et al., 2010; Gonzaga et al., 2011a; 2011b; 2012; Gongalves et al.,

2012a; 2012h).

Em relacdo aos diferentes estagios evolutivos do parasito utilizados como
antigenos no imunodiagndstico, tem sido observada predominancia na utilizagéo
de larvas filarioides (Conway et al., 1993; 1994; Silva et al., 2003; Koosha et al.,
2004; Mota-Ferreira et al., 2009; Sultana et al., 2012; Inés et al., 2013). No
entanto, estdgios diferentes do parasito podem apresentar componentes
antigénicos especificos, podendo levar ao reconhecimento de anticorpos
especificos do paciente. Northen e Grove (1990) revelaram o potencial antigénico
dos estagios de fémeas partenogenéticas e larvas filarioides. Gongalves et al.,
(2012a; 2012b) descreveram o0s estagios de ovo, de larva filarioide e de fémea
partenogenética como fonte de antigeno para o diagndstico sorologico da
estrongiloidiase, mas apontam o antigeno de larva com maior sensibilidade e
especificidade, em relacdo aos demais. Devido a maior disponibilidade e
rendimento na obtencdo de antigenos, utilizou-se aqui apenas a forma evolutiva
de larvas filarioides. Dentre as fragOes analisadas a fragdo soluvel alcalina (SA)
apresentou maior rendimento proteico e a fracdo soluvel salina PBS (SS) o

menor.
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De modo geral existe uma grande preocupacdo com as preparacoes
antigénicas empregadas nos testes, principalmente na avaliacdo de tampdes para
a extracdo de proteinas, constituindo etapa fundamental na obtencdo de
antigenos (Feliciano et al., 2010). Para a obtencdo de proteinas, destaca-se a
rapidez para evitar a desnaturacao. Alteracdes nas preparacdes antigénicas para
o imunodiagndstico da estrongiloidiase vém sendo realizadas visando obter-se
melhores resultados de sensibilidade e especificidade das reacdes (Ribeiro et al.,

2010; Gonzaga et al., 2011a; 2011b; 2012; Inés et al., 2013).

O tampdo mais utilizado na extracdo de frac6es antigénicas sollveis é o
tampao fosfato (PBS) (Rossi et al., 1993b; Conway et al., 1994; Siddiqui et al.,
1997; Costa-Cruz et al., 2003; Koosha et al., 2004; Rodrigues et al., 2004; Van
Doorn et al., 2007; Mota-Ferreira et al., 2009; Gonzaga et al., 2012; Inés et al.,
2013). Este € o principal e mais abundante tampao encontrado em laboratorios,
utiizado em diferentes procedimentos e com caracteristica de manter o pH
fisiologico. A solucao alcalina NaOH também tem sido utilizada (Machado et al.,
2003; Goncalves et al., 2012a; 2012b), uma vez que seu pH extremo, pode
permitir a liberacdo de fracdes proteicas importantes para a preparacao de
antigenos. Neste estudo, foi utilizado tanto o tampé&o salino como a solugéo

alcalina nas preparacgfes antigénicas (SS e MS; SA e MA, respectivamente).

O tampao Tris-HCI foi utilizado na tentativa de identificacdo de bandas de
S. stercoralis por Northen e Grove (1990) atravées de WB em uma e duas
dimensoes, e por Paula et al., (2009), que o utilizaram na obtencdo de proteinas

para estudo do complexo proteolitico-proteassoma de S. venezuelensis. Neste
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trabalho utilizou-se esse mesmo tampé&o na obtencdo de fracbes antigénicas de

S. venezuelensis para aplicacéo nas técnicas ELISA e WB.

Optou-se, para o presente estudo, pela utilizacdo das fracbes de
membrana nas técnicas sorolégicas, uma vez que estas fracdes podem ser
consideradas fonte alternativa de antigenos. Rossi et al., (1993a) sugeriram um
melhor aproveitamento da extracao proteica ressuspendendo o pellet em ureia e
Tris-HCI, mas sem quaisquer detergentes. Northern et al., (1989) relataram a
utilizacdo de detergentes para identificacdo de proteinas da cuticula de S. ratti.
Braschi et al., (2006) confirmaram a presenca de proteinas de membrana e de
citoesqueleto no pellet, enquanto que as proteinas citosélicas foram encontradas
no sobrenadante. Diante destes relatos, as fragbes de membrana utilizadas neste
estudo foram obtidas a partir do tratamento dos pellets com detergentes,

originados apods a obtencéo das fracdes soluveis.

A analise do perfil eletroforético das fracbes antigénicas revelou bandas de
massa molecular semelhantes, variando de 150 a 15kDa. Entretanto as mais
evidentes foram as fracdes de 120, 65 e 47kDa nas fracbes de membrana e na
SA. Goncalves et al.,, (2012b) determinaram bandas com valores inferiores
variando de 90 a 15kDa, com o antigeno solavel alcalino. J4, Feliciano et al.,
(2010) detectaram bandas de 131 a 35kDa com o antigeno sollvel salino e de 95
a 55kDa com o antigeno soluvel alcalino. Ndo ha na literatura, mencédo a

utilizacao de fracbes de membrana para o imunodiagnéstico da estrongiloidiase.

Para as técnicas ELISA e WB foram utilizadas fracdes antigénicas distintas,

salinas e alcalinas. A avaliacao inicial foi realizada com o antigeno SS, por ser a
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fracdo mais estudada (Koosha et al., 2004; Sudré et al., 2007; Van Doorn et al.,
2007; Gonzaga et al., 2011a; 2011b). Em relacédo a técnica ELISA, seguindo as
condicbes apresentadas na literatura (Machado et al., 2007; Rodrigues et al.,
2007), para a populacdo em estudo ndo foram obtidos bons resultados, sendo
necessaria uma reavaliacdo para determinar condicfes ideais de reacdo, uma vez
gue a analise da curva ROC haviam valores de especificidade muito baixos (entre

40 a 46,7%).

Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que as fragdes
antigénicas soluveis apresentaram menor sensibilidade (90%) que as fracdes de
membrana (95%). A especificidade das fragcbes salinas ST e SS (88,9%) foram

menores que as demais (94,4%).

Resultados de sensibilidade e especificidade utilizando a fracdo soluvel
salina tém sido descritas na literatura com valores variaveis. Ravi et al., (2002)
utilizando antigeno recombinante de S. stercoralis e Gonzaga et al., (2011a) com
antigeno de S. venezuelensis, obtiveram sensibilidades inferiores as encontradas
no presente trabalho. Silva et al., (2003) utilizando S. ratti e Feliciano et al.,
(2010) e Gonzaga et al., (2011a) com S. venezuelensis, obtiveram os mesmos
valores. Ja, Krolewiecki et al., (2010), com antigeno de S. stercoralis, conseguiu
sensibilidade superior (97%). Em relacdo a especificidade, apenas o trabalho de
Gonzaga et al., (2011a) obteve valor inferior, visto que os demais autores citados

obtiveram valores variando de 90% a 100%.

Dos trabalhos que utilizam a fragdo soluvel alcalina para o

imunodiagnostico da estrongiloidiase, os valores de sensibilidade variaram de
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92,5% a 100%, todos superiores aos do presente estudo (Machado et al., 2003;
2008; Feliciano et al., 2010; Gongalves et al.,, 2012a; 2012b). Em relacdo a
especificidade, os valores relatados na literatura variaram de 93,8% a 100%
(Machado et al., 2003; 2008; Goncalves et al., 2012a; 2012b) e apenas o estudo

de Feliciano et al., (2010) apresentou resultado inferior ao encontrado aqui.

Os dados de especificidade das reacdes podem ter sido comprometidos,
pois apenas uma amostra fecal foi analisada para definicdo dos grupos Il e Ill.
Uparanukraw et al., (1999) sugerem o processamento de sete amostras para um
resultado parasitolégico seguro. Além disso, existe a possibilidade de reatividade
cruzada com individuos do grupo Il, sobretudo os infectados com ancilostomideos
e S. mansoni, fato este ja relatado na literatura (Conway et al., 1993; Schaffel et
al., 2001; Siddiqui; Berk, 2001; Olsen et al., 2009; Bon et al., 2010; Requena-

Méndez et al., 2013).

As fracdes de membrana apresentaram valores de likehood ratio (LR)
superior a 10,0. Jaechke et al., (1994) propuseram que valores acima de 10,0
podem confirmar o diagndstico da doenca. Desta forma entre as fracdes sollveis
apenas a SA possui LR nessas condicbes, enquanto que as fracbes de
membrana, todas possuem LR maior que 10,0. Utilizando o mesmo padrdo de
analise com a fracdo antigénica SS, Gonzaga et al., (2012) obtiveram valores

inferiores (LR=6,2) e Gonzaga et al., (2011a) superiores (LR=9,0).

O indice Kappa (K) expressa a confiabilidade de um teste em relacdo a
taxa geral de concordancia. Mineo et al., (2005) propdem que quando 0,60< K <

0,80 a concordancia deve ser classificada como boa e quando 0,80< K < 1,00,
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como excelente. Assim, neste estudo, as fracdes salinas SS e ST (K =0,712)
apresentaram boa concordéancia e as fragbes SA (K = 0,815), MS, MA e MT

(K=0,848) excelente concordancia.

A técnica de WB tem sido utilizada no imunodiagnéstico da
estrongiloidiase, com alta especificidade e sensibilidade no reconhecimento de
componentes antigénicos de S. stercoralis ou de espécies heterdlogas por
anticorpos presentes no soro de individuos com estrongiloidiase (Conway et al.,

1994; Silva et al., 2003).

A determinacao de bandas pelo WB foi mais evidente com a menor diluicéo
dos soros e maior periodo de incubacéo. Diferentes condi¢cdes de reacdo de WB
tém sido mencionadas na literatura, utilizando antigeno heter6logo (Silva et al.,
2003; Gonzaga et al.,, 2011b) e utilizando antigeno homélogo (Siddiqui et al.,
1997; Sudré et al.,, 2007), demonstrando a necessidade de padronizacdo das
técnicas soroldgicas in house, principalmente na escolha do método de extracéo

das fracBes proteicas.

Diversos componentes antigénicos imunodominantes foram encontrados
nas diferentes fracdes antigénicas, sendo que esses variaram de 10 a 260kDa
para SS, SA, ST, MS, MA e MT. O reconhecimento dos componentes antigénicos
classificados como imunodominantes presentes no grupo |, revelou diferenca

estatisticamente significante em relacdo aos demais grupos (p<0,05).

A fracdo de 40-35kDa foi mais frequente dentre todas as fragcbes (SS=
80%; SA = 100%; ST= 100%; MS = 95%; MA = 65%; MT = 90%).

Independentemente da preparacdo utilizada para a produgdo de antigenos,
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resultados similares foram relatados por autores que utilizaram antigeno
heter6logo de S. venezuelensis como a banda de 45 kDa (Machado et al., 2008) e
as fracbes de 35-28kDa (Gonzaga et al., 2011b). As mesmas fracbes também
foram demonstradas por Silva et al., (2003) utilizando como antigeno S. ratti.
Siddiqui et al., (1997), utilizando antigeno homologo identificaram a fracdo de
41kDa como imunogénica. A fracdo descrita no presente estudo provavelmente é
equivalente aquela identificada pelos autores citados, uma vez que algumas
diferencas como mudancas de pH e alteracdo de temperatura na preparacao dos

antigenos podem promover variagoes.

Somente o trabalho de Northern et al.,, (1989) identificou possiveis
proteinas de membrana, demonstrando as fracdes de 56-42kDa encontradas na
cuticula de S. ratti. Nas fracdes antigénicas de membrana do presente trabalho,
somente a MT determinou a banda semelhante, possivelmente pela forma

semelhante de extracdo de proteinas.

As fracdes de 260-140kDa foram relatadas pela primeira vez neste estudo.
Porém, individuos com outras parasitoses e negativos (grupos Il e I,
respectivamente) também as reconheceram; portanto ndo podem ser

consideradas indicadoras de positividade.

A fracdo 28-26kDa é frequentemente relatada em testes com antigenos
solaveis homologos (Conway et al., 1993; Siddiqui et al., 1997; Sudré et al., 2007)
e heterdlogos (Silva et al., 2003; Rodrigues et al., 2004; Feliciano et al., 2010).
Essa fracdo foi encontrada nas preparacfes antigénicas ST (70%), MA (50%) e

MT (50%). Ja as fracOes 17-14kDa foram frequentes nas preparacdes antigénicas
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SS (70%), SA (65%), ST (85%), MS (85%) e MT (95%) e relatadas também por
Rodrigues et al., (2004) e Sudré et al., (2007). As fracbes de 58-71kDa foram
encontradas nas preparacdes antigénicas SS (65%), SA (60%) e MS (75%) e
somente Rodrigues et al., (2004), Gonzaga et al., (2011b) e Siddiqui et al., (1997)

relataram a sua ocorréncia.

A reatividade cruzada foi maior quando as fracdes de membrana foram
utilizadas, sobretudo na preparagdo de MA, apresentando menores valores de
especificidade. A fracdo sollivel ST e a fragdo de membrana MS apresentaram
maiores valores de sensibilidade (100% para ambas) e de especificidade (93,1%).
O diagndéstico poderia ser confirmado utilizando as fragbes ST, SS e MS, pois as
mesmas apresentam LR maior que 10,0 (14,4; 13,0 e 10,3, respectivamente). O
indice Kappa foi considerado excelente nas fragcbes ST e MS (0,854 e 0,801,
respectivamente), bom em SS, MT e SA (0,707, 0707 e 0,788, respectivamente) e

regular em MA (0,339).

Diante da dificuldade de obtencdo de antigenos para o imunodiagnostico
da estrongiloidiase humana, o presente trabalho propde a utilizacdo de fracdes
antigénicas que anteriormente eram descartadas. Rossi et al., (1993a)
destacaram a possibilidade de maior rendimento de antigeno homodlogo através
de um segundo processo de extragcdo com ureia, abrindo perspectivas para o
fracionamento do extrato bruto do parasito na tentativa de encontrar fragées com
maior atividade antigénica especifica e menor reatividade cruzada. Com isso, as
fracbes de membrana constituem-se uma fonte de antigeno tdo acessivel e eficaz

guanto as purificadas, ndo demandando custos adicionais para sua obtencao.
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8 CONCLUSOES
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e As fragdes de membrana apresentaram melhor desempenho em relacdo

aos parametros diagnésticos estudados, na técnica ELISA.

e A fracdo ST apresentou melhor desempenho em relacdo aos parametros

diagndsticos estudados, na técnica WB.

e As fracbes de membrana podem auxiliar o imunodiagnéstico da
estrongiloidiase humana, podendo ser consideradas fonte alternativa de

antigeno.
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Anexo A- Tabelas contendo dados da frequéncia reativa de bandas por antigeno

Grupos
Banda I I Total P
N % N % N % n %

SS 260 a 240 12 60,0 0 0,0 11 27,5 23 25,0 <0,001
SS 230 6 30,0 0 0,0 0 0,0 6 6,5 <0,001
SS 210 4 20,0 0 0,0 0 0,0 4 4,3 0,002
SS 190 13 65,0 0 0,0 0 0,0 13 14,1  <0,001
SS 160 a 150 7 35,0 10 31,3 14 35,0 31 33,7 0,936
SS 123 0 0,0 0 0,0 2 50 2 2,2 0,184
SS 110 13 65,0 0 0,0 2 50 15 16,3 <0,001
SS 100 5 25,0 0 0,0 0 0,0 5 54 <0,001
SS 85 1 50 0 0,0 0 0,0 1 11 0,213
SS 81 0 0,0 0 0,0 3 7.5 3 3,3 0,077
SS71a68 8 40,0 0 0,0 0 0,0 8 8,7 <0,001
SS 65 4 20,0 0 0,0 0 0,0 4 4,3 0,002
SS 60 a 58 13 65,0 0 0,0 0 0,0 13 14,1  <0,001
SS55a53 5 25,0 0 0,0 0 0,0 5 54 <0,001
SS52ab51 0 0,0 0 0,0 7 17,5 7 7,6 0,002
SS 49 0 0,0 0 0,0 1 25 1 11 0,432
SS 43 0 0,0 0 0,0 5 12,5 5 54 0,013
SS42 a4l 7 35,0 0 0,0 0 0,0 7 7,6 <0,001
SS 40 a 37 16 80,0 0 0,0 11 27,5 27 29,3 <0,001
SS35a34 5 25,0 0 0,0 0 0,0 5 54 <0,001
SS31a29 6 30,0 1 3,1 0 0,0 7 7,6 <0,001
SS 25 7 35,0 0 0,0 0 0,0 7 7,6 <0,001
SS21a?22 10 50,0 2 6,3 0 0,0 12 13,0 <0,001
SS20a19 8 40,0 0 0,0 7 17,5 15 16,3 <0,001
SS 15 14 70,0 1 3,1 6 15,0 21 22,8 <0,001
SS 12 9 45,0 0 0,0 0 0,0 9 9,8 <0,001




75

Grupos
Banda I Il 1 Total P
N % n % N % n %

SA 260 a 220 16 80,0 1 3,1 31 77,5 48 52,2 <0,001
SA 210 0 0,0 1 3,1 1 2,5 2 2,2 0,601
SA 204 0 0,0 0 0,0 1 2,5 1 1,1 0,432
SA 202 0 0,0 0 0,0 1 2,5 1 1,1 0,432
SA 197 0 0,0 0 0,0 1 2,5 1 1,1 0,432
SA 193 0 0,0 0 0,0 1 2,5 1 1,1 0,432
SA 191 0 0,0 0 0,0 1 25 1 1,1 0,432
SA 190 0 0,0 0 0,0 1 2,5 1 1,1 0,432
SA 189 0 0,0 0 0,0 1 25 1 1,1 0,432
SA 176 0 0,0 0 0,0 1 2,5 1 1,1 0,432
SA 175a160 18 90,0 1 3,1 3 7,5 22 23,9 <0,001
SA 155 0 0,0 0 0,0 1 2,5 1 1,1 0,432
SA 150 0 0,0 0 0,0 2 5,0 2 2,2 0,184
SA 145 0 0,0 1 3,1 0 0,0 1 1,1 0,344
SA 143 0 0,0 0 0,0 1 25 1 1,1 0,432
SA 133 0 0,0 0 0,0 1 2,5 1 1,1 0,432
SA 130 7 35,0 0 0,0 0 0,0 7 7,6 <0,001
SA 120 6 30,0 0 0,0 0 0,0 6 6,5 <0,001
SA 114 0 0,0 0 0,0 6 15,0 6 6,5 0,005
SA 109 0 0,0 0 0,0 1 2,5 1 1,1 0,432
SA 108 0 0,0 1 3,1 0 0,0 1 1,1 0,344
SA 107 0 0,0 0 0,0 1 2,5 1 1,1 0,432
SA 103 a 95 9 45,0 1 31 2 5,0 12 13,0 <0,001
SA 94 0 0,0 0 0,0 2 50 2 2,2 0,184
SA 90 a 85 4 20,0 0 0,0 0 0,0 4 4,3 0,002
SA 84 0 0,0 0 0,0 1 2,5 1 1,1 0,432
SA 76 0 0,0 0 0,0 1 2,5 1 1,1 0,432
SA 75 0 0,0 0 0,0 1 25 1 1,1 0,432
SA 70 12 60,0 0 0,0 1 25 13 14,1 <0,001
SA 66 11 55,0 0 0,0 0 0,0 11 12,0 <0,001
SA 65 0 0,0 0 0,0 1 25 1 1,1 0,432
SA 64 0 0,0 0 0,0 1 25 1 1,1 0,432
SA 62 0 0,0 0 0,0 1 25 1 1,1 0,432
SA 61 0 0,0 1 3,1 0 0,0 1 1,1 0,344
SA 59 5 25,0 0 0,0 0 0,0 5 54 <0,001
SA 58 0 0,0 0 0,0 1 2,5 1 1,1 0,432
SA 56 0 0,0 0 0,0 1 2,5 1 1,1 0,432
SA 52 0 0,0 0 0,0 1 2,5 1 1,1 0,432
SA 49 5 25,0 0 0,0 0 0,0 5 5,4 <0,001
SA 44 0 0,0 0 0,0 1 25 1 1,1 0,432
SA 43 0 0,0 0 0,0 2 50 2 2,2 0,184
SA 39 a 36 20 100,0 0 0,0 5 12,5 25 27,2 <0,001
SA 34 9 45,0 0 0,0 0 0,0 9 9,8 <0,001
SA 31 9 45,0 0 0,0 0 0,0 9 9,8 <0,001
SA 26 4 20,0 0 0,0 0 0,0 4 4,3 0,002
SA23a20 0 0,0 0 0,0 1 2,5 1 1,1 0,432
SA 17 0 0,0 0 0,0 2 50 2 2,2 0,184
SA 16 8 40,0 0 0,0 0 0,0 8 8,7 <0,001
SA 15 13 65,0 0 0,0 0 0,0 13 14,1 <0,001
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Grupos
Banda 1 1 Total P
N % n % N % n %

ST 260 20 100,0 0 0,0 0 0,0 20 21,7 <0,001
ST 190 0 0,0 5 15,6 30 75,0 35 38,0 <0,001
ST 170 0 0,0 10 31,3 10 25,0 20 21,7 0,003
ST 140 0 0,0 0 0,0 2 5,0 2 2,2 0,184
ST 120 8 40,0 0 0,0 0 0,0 8 8,7 <0,001
ST 100 a 98 16 80,0 0 0,0 2 50 18 19,6 <0,001
ST 70 4 20,0 0 0,0 3 7,5 7 7,6 0,017
ST 57 3 15,0 0 0,0 0 0,0 3 3,3 0,009
ST 53 a49 17 85,0 2 6,3 3 7,5 22 23,9 <0,001
ST 38 0 0,0 0 0,0 3 7,5 3 3,3 0,077
ST 37 0 0,0 1 3,1 0 0,0 1 1,1 0,344
ST 35 20 100,0 0 0,0 7 17,5 27 29,3 <0,001
ST 28 14 70,0 0 0,0 4 10,0 18 19,6 <0,001
ST 27 0 0,0 1 3,1 0 0,0 1 1,1 0,344
ST 23a20 18 90,0 0 0,0 0 0,0 18 19,6 <0,001
ST 18 0 0,0 0 0,0 5 12,5 5 54 0,013
ST 15 0 0,0 0 0,0 1 2,5 1 1,1 0,432
ST 14 17 85,0 0 0,0 0 0,0 17 18,5 <0,001
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Grupos
Banda 1 11} Total P
N % n % n % n %

MS 250 0 0,0 0 0,0 4 10,0 4 4,3 0,032
MS 195 0 0,0 0 0,0 1 2,5 1 1,1 0,432
MS 190 0 0,0 3 9,4 0 0,0 3 3,3 0,038
MS 181 0 0,0 7 21,9 0 0,0 7 7,6 <0,001
MS 162 0 0,0 3 9,4 0 0,0 3 3,3 0,038
MS 154 0 0,0 0 0,0 1 2,5 1 1,1 0,432
MS 150 3 15,0 0 0,0 2 5,0 5 54 0,048
MS 147 0 0,0 8 25,0 0 0,0 8 8,7 <0,001
MS 135 0 0,0 2 6,3 1 2,5 3 3,3 0,346
MS 126 0 0,0 5 15,6 0 0,0 5 54 0,004
MS 110 14 70,0 2 6,3 0 0,0 16 17,4 <0,001
MS 107 0 0,0 0 0,0 2 5,0 2 2,2 0,184
MS 105 0 0,0 6 18,8 0 0,0 6 6,5 0,001
MS 101 0 0,0 0 0,0 1 2,5 1 1,1 0,432
MS 93 0 0,0 0 0,0 2 5,0 2 2,2 0,184
MS 87 0 0,0 2 6,3 0 0,0 2 2,2 0,116
MS 85 5 25,0 0 0,0 0 0,0 5 5,4 <0,001
MS 79 0 0,0 0 0,0 2 5,0 2 2,2 0,184
MS 71 15 75,0 3 9,4 0 0,0 18 19,6 <0,001
MS 66 0 0,0 0 0,0 1 2,5 1 1,1 0,432
MS 61 0 0,0 0 0,0 1 2,5 1 1,1 0,432
MS 60 0 0,0 1 3,1 0 0,0 1 1,1 0,344
MS 55 0 0,0 0 0,0 2 5,0 2 2,2 0,184
MS 49 7 35,0 7 21,9 9 22,5 23 25,0 0,523
MS 43 0 0,0 0 0,0 2 5,0 2 2,2 0,184
MS 42 3 15,0 0 0,0 0 0,0 3 3,3 0,009
MS 40 0 0,0 0 0,0 1 2,5 1 1,1 0,432
MS 38 19 95,0 11 34,4 0 0,0 30 32,6 <0,001
MS 35 15 75,0 0 0,0 0 0,0 15 16,3 <0,001
MS 31 9 45,0 10 31,3 0 0,0 19 20,7 <0,001
MS 28 4 20,0 0 0,0 0 0,0 4 4,3 0,002
MS 26 0 0,0 3 9,4 0 0,0 3 3,3 0,038
MS 21 13 65,0 3 9,4 1 2,5 17 18,5 <0,001
MS 15 17 85,0 5 15,6 1 2,5 23 25,0 <0,001
MS 12 16 80,0 3 9,4 1 2,5 20 21,7 <0,001
MS 10 15 75,0 0 0,0 0 0,0 15 16,3 <0,001
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Grupos
Banda 1 1 Total P
N % n % N % n %

MA 250 a 220 20 100,0 0 0,0 0 0,0 20 21,7 <0,001
MA 230 a 208 0 0,0 0 0,0 17 42,5 17 18,5 <0,001
MA 200 6 30,0 0 0,0 0 0,0 6 6,5 <0,001
MA 180 a 170 9 45,0 5 15,6 14 35,0 28 30,4 0,050
MA 150 a 143 4 20,0 4 12,5 9 22,5 17 18,5 0,529
MA 142 2 10,0 0 0,0 0 0,0 2 2,2 0,044
MA 138 a 132 5 25,0 7 21,9 0 0,0 12 13,0 0,001
MA 130 a 120 4 20,0 0 0,0 14 35,0 18 19,6 <0,001
MA 119 a 116 0 0,0 8 25,0 0 0,0 8 8,7 <0,001
MA 112 0 0,0 0 0,0 15 37,5 15 16,3 <0,001
MA 110 8 40,0 0 0,0 0 0,0 8 8,7 <0,001
MA 109 a 92 0 0,0 13 40,6 0 0,0 13 14,1  <0,001
MA 101 0 0,0 0 0,0 6 15,0 6 6,5 0,005
MA 100 4 20,0 0 0,0 0 0,0 4 4,3 0,002
MA 92 2 10,0 0 0,0 0 0,0 2 2,2 0,044
MA 78 0 0,0 0 0,0 5 12,5 5 54 0,013
MA 77 3 15,0 0 0,0 0 0,0 3 3,3 0,009
MA 69 5 25,0 0 0,0 0 0,0 5 54 <0,001
MA 66 6 30,0 0 0,0 0 0,0 6 6,5 <0,001
MA 62 0 0,0 0 0,0 6 15,0 6 6,5 0,005
MA 59 0 0,0 0 0,0 4 10,0 4 4,3 0,032
MA 52 0 0,0 0 0,0 14 35,0 14 15,2 <0,001
MA 50 4 20,0 6 18,8 0 0,0 10 10,9 0,002
MA 48 0 0,0 13 40,6 0 0,0 13 14,1  <0,001
MA 47 0 0,0 0 0,0 18 45,0 18 19,6 <0,001
MA 46 3 15,0 1 3,1 0 0,0 4 4,3 0,029
MA 45 0 0,0 1 3,1 0 0,0 1 1,1 0,344
MA 43 0 0,0 1 3,1 22 55,0 23 25,0 <0,001
MA 41 5 25,0 1 3,1 24 60,0 30 32,6 <0,001
MA 40 0 0,0 2 6,3 0 0,0 2 2,2 0,116
MA 39 13 65,0 6 18,8 27 67,5 46 50,0 <0,001
MA 38 0 0,0 2 6,3 0 0,0 2 2,2 0,116
MA 37 a 36 12 60,0 0 0,0 32 80,0 44 47,8 <0,001
MA 35 0 0,0 3 9,4 18 45,0 21 22,8 <0,001
MA 33 5 25,0 0 0,0 15 37,5 20 21,7 <0,001
MA 30 0 0,0 0 0,0 6 15,0 6 6,5 0,005
MA 29 10 50,0 0 0,0 0 0,0 10 10,9 <0,001
MA 26 0 0,0 4 12,5 0 0,0 4 4.3 0,012
MA 25 0 0,0 0 0,0 8 20,0 8 8,7 0,001
MA 23 a 20 10 50,0 4 12,5 8 20,0 22 23,9 0,009
MA 19 0 0,0 3 9,4 0 0,0 3 3,3 0,038
MA 18 0 0,0 0 0,0 1 2,5 1 1,1 0,432
MA 17 6 30,0 0 0,0 0 0,0 6 6,5 <0,001
MA 16 0 0,0 3 9,4 0 0,0 3 3,3 0,038
MA 15 0 0,0 0 0,0 12 30,0 12 13,0 <0,001
MA 12 6 30,0 0 0,0 0 0,0 6 6,5 <0,001
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Grupos
Banda Il 11} Total P
N % N % N % n %

MT 200 a 190 0 0,0 14 43,8 2 50 16 17,4 <0,001
MT 150 a 140 11 55,0 10 31,3 9 225 30 32,6 0,044
MT 120 6 30,0 0 0,0 6 15,0 12 13,0 0,002
MT 110 16 80,0 3 9,4 0 0,0 19 20,7 <0,001
MT 100 a 90 8 40,0 0 0,0 7 17,5 15 16,3 <0,001
MT 78 0 0,0 4 12,5 0 0,0 4 4,3 0,012
MT 77 0 0,0 0 0,0 4 10,0 4 4,3 0,032
MT 74 a 67 8 40,0 0 0,0 0 0,0 8 8,7 <0,001
MT 58 6 30,0 6 18,8 4 10,0 16 17,4 0,158
MT 54 5 25,0 0 0,0 0 0,0 5 5,4 <0,001
MT 53 0 0,0 0 0,0 4 10,0 4 43 0,032
MT 50 a 49 16 80,0 2 6,3 0 0,0 18 19,6  <0,001
MT 44 0 0,0 1 3,1 0 0,0 1 1,1 0,344
MT 40 a 35 0 0,0 4 12,5 10 25,0 14 15,2 0,009
MT 38 a 37 18 90,0 0 0,0 0 0,0 18 19,6 <0,001
MT 35 15 75,0 0 0,0 0 0,0 15 16,3 <0,001
MT 30 0 0,0 7 21,9 0 0,0 7 7,6 <0,001
MT 29 0 0,0 0 0,0 13 32,5 13 14,1  <0,001
MT 28 10 50,0 0 0,0 0 0,0 10 10,9 <0,001
MT 25 0 0,0 1 3,1 0 0,0 1 1,1 0,344
MT 23 a 20 13 65,0 1 3,1 0 0,0 14 15,2 <0,001
MT 17 7 35,0 0 0,0 0 0,0 7 7,6 <0,001
MT 15 19 95,0 2 6,3 2 50 23 25,0 <0,001
MT 12 12 60,0 0 0,0 0 0,0 12 13,0 <0,001
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Apéndice A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
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(o= =T TELEFONE: DDD (............ T

2. RESPONSAVEL LEGAL: ...oovoveieeeeeteeeteeee ettt ettt teae st ea s st et essstensetensatseaetesaeteesessstesssennnsennen
NATUREZA (grau de parentesco, tUtOr, CUFAAOr ETC.): ...uiiiurreiirieeiiiiieeiieee e st ee e st e et et e st e et e
DOCUMENTO DE IDENTIDADE NO: ..ot SEXO:M_F__

DATA NASCIMENTO.: ...... I f......

ENDEREQGO: ...ttt NO L, APTO: i
BAIRRO: ... CIDADE: ..ot
CEP: oo TELEFONE: DDD (............ ) TR

Il - DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

1. TiTULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: “IMUNODIAGNOSTICO DA ESTRONGILOIDIASE
HUMANA FRENTE A DIFERENTES EXTRATOS ANTIGENICOS DE Strongyloides
venezuelensis.

PESQUISADOR: Dr. Ronaldo César Borges Gryschek

CARGO/FUNGAO: INSCRICAO CONSELHO REGIONAL n°: 39.680 (CREMESP)

UNIDADE DO HCFMUSP: Departamento de Moléstias Infecciosas e Parasitarias

2. AVALIAGAO DO RISCO DA PESQUISA:
SEM RISCO ( ) RISCO MINIMO ( X ) RISCO MEDIO ( ) RISCO BAIXO ( ) RISCO MAIOR ( )

(probabilidade de que o individuo sofra algum dano como consequéncia imediata ou tardia do estudo)

3. DURACAO DA PESQUISA: 03 (trés) anos
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Il - REGISTRO DAS EXPLICAGCOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU REPRESENTANTE
LEGAL

1. Asinformacdes seguintes estdo sendo fornecidas para sua participagéo voluntaria neste estudo que
tem por objetivo inicial conhecer qual ou quais sédo os melhores métodos de diagnéstico da infecgao
por S. stercoralis, sobretudo frente a imunodepressdo. O conhecimento das melhores técnicas de
diagnostico da parasitose tem por objetivo reconhecer as pessoas infectadas, sobretudo os
individuos imunodeprimidos em determinada &rea e trati-las, antes do evento doenga se agravar,
com o objetivo final de eliminar essa doenca desse local.

2. Os trabalhos executados pretendem avaliar os individuos com relagéo a infeccao por Strongyloides
stercoralis, através do exame parasitolégico, isto €, da busca de larvas do parasito em amostras de
fezes; de métodos de imunodiagnostico, isto &, a detec¢do de anticorpos presentes no sangue, que
sdo formados contra o parasito e da detecgdo do DNA, ou seja, material genético do parasito nas
fezes (por meio da reacéo da polimerase em cadeia (PCR)). Desses procedimentos, as técnicas da
observacéo das larvas do parasito nas fezes sdo bem conhecidas, mas nédo sdo usadas de forma
rotineira nos laboratérios de andlises clinicas. Da mesma forma, a pesquisa de anticorpos contra o
parasito, também sdo bem conhecidas, porém ndo sdo utilizadas em rotina diagnostica. Ja o
processo de identificacdo do DNA do parasito nas fezes, ainda néo é considerado para uso rotineiro,
mas j& existem estudos conhecidos que utilizaram esses métodos com sucesso. Os casos onde 0s
exames comprovarem uma positividade para S. stercoralis serdo avaliados e encaminhados para o
tratamento que for mais apropriado ao estado clinico do paciente. Esse projeto constitui um avanco
na aplicacdo de técnicas de diagnostico da estrongiloidiase, uma vez que o diagndstico através de
métodos parasitoldgico de fezes, nédo é utilizado na rotina laboratorial, e isso diminui a possibilidade
de diagnostico e consequente tratamento precoce da doencga, principalmente em condi¢Bes de
imunodepressdo, além de permitir a ado¢do de medidas que possam eliminar a transmissédo da
parasitose. Deve ficar claro que sua participagdo é totalmente livre e voluntaria e que sua eventual
recusa em participar do estudo ndo ocasionara nenhum tipo de prejuizo pessoal ao (&) Sr(a) e sua
familia.

3. Sua participagdo no estudo consiste em:

A. Fornecer uma amostra de fezes
B. Fornecer uma amostra de sangue (7 mL), através da pun¢édo de uma veia periférica no
antebraco.

4. Tais procedimentos ndo envolvem risco importante a sua saude. No entanto, a obtengéo da amostra
de sangue pode ocasionar desconforto em funcdo da picada para a coleta. Também pode ocorrer
discreto hematoma por extravasamento de sangue sob a pele; caso isto venha a ocorrer, esse
problema desaparece em poucos dias sem nenhum cuidado especial.

5. O beneficio direto para cada participante individualmente ocorrerd no caso de ser detectada a
presenca de larvas de S. stercoralis nas fezes ou anticorpos contra 0 mesmo no sangue. Nesse
caso o participante sera tratado com o remédio adequado. Além disso, poderdo ser detectadas
outras parasitoses intestinais que também serdo tratadas de forma adequada. O maior beneficio
sera, no entanto, para todos os imunodeprimidos, pois a verificacdo da melhor forma de diagnosticar
os doentes permitira 0 seu tratamento precoce e evitara a possibilidade de agravamento da
parasitose.

6. Para este estudo ndo ha procedimentos alternativos mais vantajosos que 0s propostos
anteriormente.

7. Garantia de acesso: em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis
pela pesquisa para esclarecimento de eventuais dividas. O principal investigador € o Dr. Ronaldo
Cesar Borges Gryschek que podera ser encontrado no Laboratério de Esquistossomose do Instituto
de Medicina Tropical de S&o Paulo, na A. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, n° 500, prédio Il, 2° andar,
telefone 11- 3061-8220. Se voceé tiver alguma consideracéo ou duvida sobre a ética da pesquisa,
entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP)- Rua Ovidio Pires de Campos, 255 — 5°
andar — telefone 11 3069-6442, ramais 16, 17, 18 ou 20; FAX 11 3069-6442 ramal 26 — email:
cappesg@hcnet.usp.br
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8. E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de participar do
estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento, se for o caso.

9. Direito de confidencialidade — as informacfes obtidas serdo analisadas em conjunto com outros
participantes, ndo sendo divulgada a identificacdo de nenhum paciente.

10. Vocé tem o direito de ser mantido atualizado sobre o0s resultados parciais deste estudo, assim que
0s pesquisadores tiverem conhecimento desses resultados. Os resultados dos exames serdo
fornecidos individualmente aos pacientes durante seu acompanhamento ambulatorial. Se
consentido, os dados dos exames constardao nos prontuarios dos pacientes para o0 acompanhamento
da rotina ambulatorial.

11. Despesas e compensacdes: ndo ha nenhuma espécie de despesa pessoal para o participante em
gualquer fase deste estudo, incluindo exames e remédios que venham a ser indicados no tratamento
de alguma parasitose identificada. Da mesma forma ndo ha compensacéao financeira relacionada a
sua participagdo. Caso surja alguma despesa adicional ela serd absorvida pelo orcamento da
pesquisa.

12. Solicitamos também sua autorizacdo para que o material coletado durante o estudo possa,
eventualmente, ser utilizado em estudos futuros relacionados as mesmas questdes que estamos
tentando resolver com a presente pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li ou que foram lidas para mim,
descrevendo o estudo ‘INVESTIGACAO DE TECNICAS DIAGNOSTICAS PARA IDENTIFICACAO DA
INFECCAO POR S. stercoralis EM PACIENTES COM IMUNODEPRESSAQO”

Eu discuti com o Dr. Ronaldo Cesar Borges Gryschek sobre a minha decisdo em participar deste estudo.
Ficaram claros para mim quais s@o os propositos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus
desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou também
claro que a minha participacéo € isenta de despesas.. Concordo voluntariamente a participar desse estudo e
estou ciente que poderei retirar meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante 0 mesmo, sem
penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido.

Assinatura do paciente / representante legal

Séo Paulo, de 2012.

Assinatura de testemunha, para casos de participantes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos
ou portadores de deficiéncia auditiva ou visual.

Séo Paulo, de 2012.

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste
participante ou representante legal para a participagdo neste estudo

Dr. Ronaldo César Borges Gryschek
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kb Comissdo de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa - CAPPesq

Hospital das Clinicas da FMUSP

PROJETO DE PESQUISA

Titulo: IMUNODIAGNOSTICO DA ESTRONGILOIDIASE HUMANA FRENTE A DIFERENTES
EXTRATOS ANTIGENICOS DE STRONGYLOIDES VENEZUELENSIS.

Pesquisador Responsavel: Ronaldo Cesar Broges Gryschek Versdo: 1

Pesquisador Executante: Marcelo Andreetta Corral CAAE: 03203513.8.0000.0068
Co-autores: Fabiana Martins de Paula, Maiara Gottardi, Pedro Paulo Chieffi

Finalidade Académica: Mestrado

Instituicdo: HCFMUSP

Departamento: MOLESTIAS INFECCIOSAS E PARASITARIAS

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Registro on-line: 9569
Nimero do Parecer: 266.046
Data da Relatoria: 08/05/2013

Apresentacdo do Projeto: Os autores visam aperfeicoar técnicas para o diagnéstico definitivo
da Estrongiloidiase e para isto propdem-se a preparar antigenos extraidos das membranas de
larvas do parasito e utilizd-los em testes sorologicos. Irdo preparar e estudar fragdes
antigénicas nos laboratérios do Instituto de Medicina Tropical: IMT-USP. Nesse contexto o
trabalho busca resposta a seguinte indagacio: Quais fragdes do extrato bruto dos

estdgios evolutivos, larva filaridide e fémea partenogenética de Strongyloides venezuelensis
podem ser aplicadas no diagnéstico sorolégico da estrongiloidiase humana? As técnicas a
serem realizados serdo as de ELISA e de western-blot. Testes serdo realizados em 90 amostras
de sangue de 90 pacientes ambulatoriais com idades de 10 a 60 anos, de ambos os sexos,
atendidos no Hospital das Clinicas da FMUSP, dividos em trés Grupos i-)Positivo: 30 pacientes
com diagndstico parasitoldgico (exame de fezes) positivo para S. stercoralis; ii-) Negativo: 30

pacientes com diagndstico parasitoldgico negativo;iii-)Outras parasitoses: 30 pacientes com
diagnéstico parasitolégico para outras parasitoses intestinais. Ndo haverd uso de fontes
secunddrias de dados (prontudrios, dados demogréficos, etc). Havera retencdo de amostras
para armazenamento em banco para utilizagdo em estudos futuros

Objetivo da Pesquisa: Objetivo primario: implementar técnicas sorolégicas (ELISA e Western-
Blot) para o diagnéstico da estrongiloidiase humana,utilizando antigenos brutos de larvas
filaridides e fémeas partenogenéticas de S. venezuelensis. Objetivo secundario: comparar
extratos dos estagios evolutivos, larvas filaridides e fémeas partenogenéticas de S.
venezuelensis, através da eletroforese em gel de poliacrilamida uni e bidimensional; Aplicagdo
e avaliagdo das fracdes do extrato bruto dos estagios evolutivos, larva filaridide e fémea
partenogenética de S. venezuelensis no diagnéstico da estrongiloidiase humana, utilizando as
técnicas de ELISA e WB.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios: Riscos: Riscos minimos, decorrentes de uma puncdo
venosa. Beneficios: Obtengdo de técnicas diagnésticas eficazes para a estrongiloidiase
humana.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa: O diagnéstico parasitolégico pelas técnicas
tradicionais tem baixa sensibilidade. Dessa forma, a disponibilizagdo de técnicas diagndsticas

Rua Dr. Ovidio Pires de Campos, 225 - Prédio da Administragdo - 52 andar
CEP 05403-010 - S3o Paulo - SP.
5511 2661-7585 - 55 11 2661-6442 ramais: 16, 17, 18 | marcia.carvalho@hc.fm.usp.br
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