Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical 41(6):648-653, nov-dez, 2008

ARTIGO/ARTICLE

Avaliacao da resposta imune humoral frente a antigenos
de Strongyloides venezuelensis

Evaluation of the humoral immune response to
Strongyloides venezuelensis antigens

Carla Rodrigues Rigo'?, Susana Zevallos Lescano?}, Claudia Regina de Marchi?
e Vicente Amato Neto?

RESUMO

A estrongiloidiase afeta 30 milhdes de pessoas em 70 paises. Usualmente, o diagndstico dessa enteroparasitose é realizado por testes parasitologicos
baseados no hidro termotropismo das larvas eliminadas nas fezes, porém esses tém se mostrado pouco sensiveis. Neste trabalho, extratos antigénicos
foram testados pelas técnicas de ELISA, Immunoblotting e IFL, utilizando larvas filaridides de Strongyloides venezuelensis, parasita de roedores,
que mostram reacio cruzada com epitopos de Strongyloides stercoralis. Sensibilidade de 89, 85, 57% para a reacio de ELISA e de 100, 100 e 96%,
para o Immunoblotting com os antigenos SAL, ZWIP e ZW, e especificidade de 90, 60 e 81% para o ELISA e 96, 92 e 91% para o Immunoblotting
para os mesmos antigenos, foram encontradas nestes ensaios.

Palavras-chaves: Strongyloides venezuelensis. ELISA. Immunoblotting.

ABSTRACT

Strongyloidiasis affects 30 million people in 70 countries. This enteral parasitosis is usually diagnosed using parasitological tests based on hydrotropism or
thermotropism of larvae eliminated in feces, but these tests have been shown to have low sensitivity. In this study, antigenic extracts were tested by means of
ELISA, immunoblotting and IFI, using filariform larvae of Strongyloides venezuelensis, a parasite of rodents that shows cross-reactions with Strongyloides
stercoralis epitopes. Sensitivity of 89, 85 and 57% for the ELISA reaction and 100, 100 and 96% for immunoblotting with the SAL, ZWIP and ZW antigens,

and specificity of 90, 60 and 81% for ELISA and 96, 92 and 91% for immunoblotting with the same antigens, were found in these assays.

Key-words: Strongyloides venezuelensis. ELISA. Inmunoblotting.

Apesar da prevaléncia dos distirbios gastrointestinais
causados pelo Strongyloides stercoralis ser rara, em reas
urbanas e bem desenvolvidas, esses sdo importantes no Brasil,
onde a ocorréncia dessa parasitose é favorecida pelo clima tropical
do pais e pelas baixas condi¢des sociais e sanitirias presentes,
ainda hoje, em vérias regides. A estrongiloidiase disseminada, rara
entre a populagdo de imunocompetentes, é muito importante em
individuos imunodeprimidos; ela é decorrente da capacidade de
auto-infecgdo do Strongyloides stercoralis e caracterizada pelo
encontro de larvas em multiplos 6rgdos, incluindo o sistema
nervoso central's 14151819,

0s métodos parasitologicos, normalmente empregados para
o diagndstico, baseados no hidro e termotropismo das larvas, sao
de baixa sensibilidade, devido 2 pouca eliminagdo de larvas nas
fezes e a seu cariter intermitente. Essa infeccio, também, pode
ser diagnosticada pela cultura de fezes, mas o tempo demorado

(maior do que cinco dias) para liberagio do resultado o torna
inadequado para os casos de estrongiloidiase disseminada,
quando o diagnéstico rdpido se faz necessdrio® '*. Além disso, a
diferenciacio morfoldgica entre larvas de Strongyloides e as de
ancilostomideos exige técnicos experientes. O aperfeicoamento
dos métodos para diagndstico soroldgico representa um avango na
determinagfo da infeccfio em populacdes de risco como: criangas,
gestantes, imunossuprimidos; e nos casos de infecces leves,
possibilitando a indicagdo do tratamento especifico’® aumentando
e melhorando assim a sobrevida de pacientes acometidos pela
estrongiloidiase disseminada. Uma importante vantagem dos
testes imunodiagndsticos, em relacio aos parasitoldgicos, é que
eles ndo dependem do nivel de excrecio larval®.

Uma das principais limitagdes em se desenvolver testes
sorolégicos mais sensiveis e especificos é a dificuldade em
obter quantidades suficientes de antigenos, que permitam seu
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posterior fracionamento e andlise'®. Pesquisas experimentais

tém sido realizadas visando aumentar a obtencio de antigenos.
Estudos j4 comprovaram que espécies de Strongyloides
infectantes em roedores como Strongyloides venezuelensis
possuem determinantes antigénicos que apresentam reacgo
cruzada com os antigenos de Strongyloides stercoralis, o que
permite utilizd-los para diagnosticar a estrongiloidiase humana®.
Este trabalho teve como objetivos principais: padronizar
um teste de imunofluorescéncia indireta (IF1) e Enzyme
linked immunosorbent assay (ELISA) para o diagndstico
da estrongiloidiase humana utilizando como antigeno larvas
filaridides de Strongyloides venezuelensis; purificar o extrato
antigénico de larvas filaridides de Strongyloides venezuelensis
em coluna de octyl-sepharose; caracterizagdo imunoquimica
dos extratos antigénicos obtidos; determinar a sensibilidade
e especificidade dos testes de IFI, ELISA, Immunoblotting
padronizados para o diagndstico da estrongiloidiase humana.

MATERIAL E METODOS

Amostras analisadas. Foram colhidas 241 amostras fecais
e sangiiineas de: pacientes do Ambulatério Geral e Didatico do
Hospital das Clinicas, SP; criangas - Jardim FEPASA, Jundiai/SP;
e também 19 amostras de soro, reagentes com antigenos de
Strongyloides provenientes do Laboratério de Parasitologia da
Universidade Federal de Uberlindia (UFU), Uberlandia/SP.

Métodos parasitologicos utilizados para triagem.
Método de Rugai'’; método de Hoffman, Pons e Janer’; método
de Faust’. Estes métodos foram aplicados em trés amostras por
paciente, as quais tinham sido colhidas em dias alternados.

Painéis analisados. Apés a triagem e exame parasitologico
das fezes, os soros dos pacientes foram agrupados em:
painel de soros positivos (n°= 25); painel de soros negativos
(n°= 73); painel de soros heterélogos (n°=61); painel de
Infecgdes associadas (n°=22) isto é pacientes com outras
parasitoses que ndo estrongiloidiase; painel de Infecgdes
concomitantes (n°=3), pacientes infectados com Strongyloides
e outros parasitas.

Obtencdo de extratos antigénicos. 1. Reacdo de
imunofluorescéncia indireta: antigeno em suspensio: larvas
filaridides inteiras foram fixadas em formalina 10%, em uma
propor¢io de 1.000 larvas/mL. Aproximadamente, 3uL dessa
suspensdo foram pipetados em liminas comerciais para
imunofluorescéncia, 12 pogos/lamina, secas em estufa a 37°C
por 30 minutos; antigeno para cortes em crio-micrétomo: larvas
filaridides foram fixadas em formalina 4% e glutaraldeido 1%,
em seguida embebidas em Tissue Tek, a inclusio foi feita em
tubos eppendorf e congeladas em nitrogénio liquido, os blocos
foram, entdo, cortados com o crio-micrétomo em secdes de
4um de espessura, essas fixadas em 1aminas previamente limpas.
2. Ensaio imunoenzimdtico e reagdo de immunoblotting:
extrato salino de larvas filaridides (SAL): aproximadamente
10.000 larvas foram trituradas em homogeneizador manual de
tecidos, até que larvas inteiras ndo pudessem ser visualizadas

em lupa, sendo em seguida o homogenato ressuspendido
em 7mL solucdo salina 0,8% contendo inibidor de protease,
Phenylmethyl-sulfonyl Fluoride (PMSF), na concentragio de
ImM/mL. O extrato antigénico foi entdo submetido a 30 ciclos
de sonicacdo a 50KHz, todo o procedimento foi realizado em
banho de gelo, e posterior centrifugacio a 10.000g durante
45 minutos a 4°C. O sobrenadante foi cuidadosamente removido,
submetido a quantificaciio do contetido protéico, aliquotado e
armazenado a -20°C; extrato de larvas filaridides em Zwittergent®
com e sem inibidores de proteases (ZWIP) e (ZW): larvas
(~100mg, peso timido) foram ressuspensas em 1,5mL de PBS.
Ap6s adi¢io de 100uL de Zwittergent® a 10%, a mistura foi
homogeneizada por 20 minutos com pipeta Pasteur a temperatura
ambiente e centrifugada a 10.000 RPM a 4°C, por 30 minutos. O
sobrenadante teve seu contetido protéico quantificado, aliquotado e
armazenado a -20°C. Para analisar a influéncia da acio de inibidores
de proteases, na qualidade do extrato antigénico, foi realizada
extracdo adicionando os seguintes inibidores a0 PBS: PMSF 1mM,
leupeptina 1ug/mL, antipaina 1ug/mL e aprotinina 0,5TIU/mL.

Métodos soroldgicos utilizados. Reacdo de
imunofluorescéncia indireta, ensaio imunoenzimatico (ELISA),
Immunoblotting®.

Calculo do limiar de reatividade (cut off). foi
determinado utilizando-se a média da leitura de densidade 6ptica
(DO) ou unidades relativas de luminescéncia (RLU) dos soros
de 73 individuos controle negativos, acrescida de trés desvios
padroes.

Dosagem de proteinas. O extrato salino de larvas filaridides,
0 extrato antigénico com Zwittergent®, com e sem inibidores de
proteases, e as amostras da coluna de octyl-sepharose foram
quantificadas quanto ao contetido de proteina através do kit Micro
BCA* Protein Assay Reagent Kit (Pierce).

Caracterizagdo dos extratos antigénicos: eletroforese em gel de
poliacrilamida, método de Laemmli (1970). Immunoblotting®.

RESULTADOS

Caracterizacio dos extratos antigénicos. Andlise dos
antigenos por SDS-PAGE e immunoblotting: os antigenos
SAL, ZWIP e ZW foram analisados por reagio de ELISA com poo/
de soros positivos e negativos para estrongiloidiase humana,
obtendo-se reacio positiva com diferencial significativo entre
eles. A fracdo F3a foi submetida 2 purificagio por cromatografia
de interacio hidrofébica e analisada por CL-ELISA com pool de
soros positivos para estrongiloidiase humana.

Os antigenos SAL, ZWIP, ZW e LFS-P foram analisados por SDS-
PAGE 10% corado pelo método da prata (Figura 1). Observou-se
que os antigenos SAL e o ZWIP apresentaram perfil semelhante,
com bandas largas e evidentes de, aproximadamente, 80- e 60-kDa
eum screen entre 30- e 10-kDa (canaletas 1 e 2, respectivamente).
0 antigeno ZW apresentou um perfil mais complexo, composto
por vdrias bandas estreitas de alto peso molecular, mas manteve o
screen encontrado nas outras duas extracoes entre 30- e 10-kDa
(canaleta 3). Apés a purificacio o antigeno LFS-P, ao contrério
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Figura 1 - Perfil em SDS-PAGE/prata da extracdo salina de larvas
filarioides de Strongyloides venezuelensis, 1: da extracdo antigénica de
larvas filarioides de Strongyloides venezuelensis utilizando detergente com e
sem inibidores de protease, 2 e 3: respectivamente; antigeno purificado
de larvas filarioides de Strongyloides venezuelensis, 4: Or: origem do gel,
F: fronte do gel.

dos antigenos SAL e ZWIP, que apresentaram bandas largas em
torno de 80- e 60-kDa, mostrou um perfil com vérias bandas
estreitas localizadas entre 40- e 80-kDa, além de uma banda de
aproximadamente 120-kDa, mantendo, também, o screen entre
30- e 10-kDa (canaleta 4).

0 immunoblotting dos diferentes antigenos mostrou forte
reatividade na drea entre 30- e 10kDa pelo pool de soros positivos
(Figura 2), ndo havendo reconhecimento de nenhuma drea
quando analisado pelo pool de soros negativos. Apenas o antigeno
ZWIP obteve reconhecimento de bandas com peso molecular mais
elevado pelos anticorpos.

Proteinas imunodominantes de 41-, 31- e 28-kDa de larvas
filariéides de Strongyloides stercoralis foram previamente
identificadas como antigenos especificos para o imunodiagnéstico
da estrongiloidiase’. Este estudo mostra uma parcial caracterizacio
de proteinas de antigeno de larvas filariéides de Strongyloides
venezuelensis para identificar melhores extracGes antigénicas.

Analisamos quatro diferentes extragdes antigénicas a partir
de larvas filaridides de Strongyloides venezuelensis tendo
encontrado um perfil protéico, através de andlise em SDS-PAGE,
de bandas evidentes em 80- e 60-kDa para as preparagoes SAL
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Figura 2 - Immunoblotting da extragio salina de larvas filaricides de
Strongyloides venezuelensis, 1: da extragdo antigénica de larvas filariéides
de Strongyloides venezuelensis utilizando detergente com e sem inibidores
de protease, 2 e 3: respectivamente; antigeno purificado de larvas
Jilarivides de Strongyloides venezuelensis, 4: O blot foi incubado com pool
de soros positivos para estrongiloidiase humana. Or: origem do gel;
F: fronte do gel

e ZWIP, um conjunto de bandas mais finas e peso molecular
variando entre 120- e 50-kDa para ZW e bandas largas entre
40- e 120-kDa, para o antigeno LFS-P havendo sido observada a
presenca de um screen protéico entre 30- e 10-kDa para todas
as preparagdes. A localizacio das proteinas de imunodiagndstico
descritas aqui permanece a ser determinada.

Preparacdes para reacdo de imunofluorescéncia
indireta. Fazendo-se a suspensio larval foi possivel detectar
fluorescéncia de superficie, porém esta preparacio apresentou
elevado nimero de falsos positivos, quando testados os painéis
de heterdlogos e infecgdes associadas, o que resultou em uma
especificidade muito baixa (<50%) para esta preparacio.
Quando feitos os cortes em crio-micrtomo foi possivel visualizar
fluorescéncia de superficie e do tubo digestivo (Figura 3).

Analise dos painéis de soros com os diferentes
antigenos. Os resultados obtidos pela andlise com os antigenos
estdo representados na Tabela 1.
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Tabela 1 - Indices de sensibilidade, especificidade, kappa, odds ratio, limiar de reatividade e zona cinza dos painéis de soros analisados pelos testes

de ELISA, immunoblotting e imunofluorescéncia indireta.

ELISA Immunoblotting IFI

[ndices Ntimero Antigenos Corte em
SAL ZWIP A4 SAL ZW1P A4 criomicrétomo
% % % % % %

Sensibilidade! 28 89,0 85,0 57,0 100,0 100,0 96,0 75,0
Especificidade? 73 97,0 71,0 95,0 98,0 98,0 98,0 72,0
Especificidade’ 83 84,0 43,0 68,0 93,0 87,0 85,0 83,0
Especificidade* 156 90,0 60,0 81,0 96,0 92,0 91,0 82,0
Limiar de reatividade’® 184 0,358 0,109 0,223 8 8 8 1:40
Zona cinza® 184 [0,393;0,322] 10,120;0,098] [0,246;0,201] - - - 1:20
indice Kappa® 184 0,678 0,222 0,309 0,884 0,800 0,735 0,446
Odds ratio” 184 78,33 7,97 5,839 “ “ 273,85 14,330

H Painéis de soros positivos + infec¢des concomitantes, negativos, heterdlogos + infeccdes associadas e negativos + heterélogos + infecgdes associadas, respectivamente.

‘Limiar de reatividade de cada antigeno. ®Zona cinza: estabelecida somando-se ou substraindo 10% no valor do limiar de reatividade. "0 indice kappa e o diagnéstico odds ratio
foram calculados nas amostras pertencentes aos painéis de positivos + infec¢oes concomitantes (n°=28, negativos (n°=73) e heterélogos + associadas (n°=83). Intervalos de
valores para interpretacdo do indice kappa: 0,80-1,00= excelente; 0,61-0,80= bom; 0,41-0,60= razodvel, menor que 0,40=ruim.® o limiar de reatividade do immunoblotting
foi o reconhecimento de bandas entre 30 e 10kDa. ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay, IFl: imunofluorescéncia indireta, SAL: extrato salino de larvas filaridides de
Strongyloides venezuelensis, ZWI: extrato de larvas filaridides de Strongyloides venezuelensis em Zwittergent, ZWP: extrato de larvas filariéides de Strongyloides venezuelensis

em Zwittergent com inibidor de proteases.

Figura 3 A) Suspensdo de larvas filarioides de Strongyloides venezuelensis incubada
com soro positivo para Strongyloides stercoralis e revelada pelo conjugado anti-
IgG bumana marcada com isotiocianato de fluoresceina, larva em detalbe,
para fluorescéncia de superficie, aumento de 400x. B) Cortes transversais de
larvas filarioides de Strongyloides venezuelensis incubadas com soro positivo para
Strongyloides stercoralis e reveladas, com o conjugado anti-IgG humana marcada
com isotiocianato de fluoresceina. Aumento de 400x.

Analise estatistica dos resultados. A extracio salina
de larvas filaridides de Strongyloides venezuelensis, quando
testada pelo ELISA, foi considerada como uma boa metodologia,
segundo a andlise estatistica realizada (indice estatistico kappa), e
excelente quando empregado no immunoblotting. Ja as extragdes
utilizando detergente nao mostraram bom desempenho para o
ELISA (Tabela 1).

DISCUSSAO

Vdrios ensaios imunodiagndsticos tém sido estudados para
detectar anticorpos contra Strongyloides stercoralis, porém tém
se mostrado ineficientes na detec¢do de infeccoes disseminadas,
além de mostrarem reatividade cruzada nos casos de teniase,
filariose e esquistossomose. Entretanto, sio importantes para
detectar casos de infeccdes latentes de Strongyloides stercoralis,
antes do inicio da administragdo quimioterdpica ou em pacientes
de risco. Portanto, a padronizacio de um teste especifico e
sensivel, para o diagndstico da estrongiloidiase humana, ainda,
se faz necessdria*.

Outro possivel uso do teste sorolégico é a avaliacio da
eficicia do tratamento, ja que, freqiientemente, o tratamento com
anti-helminticos no se mostra muito eficaz, e também, devido a
dificuldade de confirmagfo do sucesso do tratamento através de
exames parasitologicos®.

Quando a composicao antigénica dos extratos de verme
total de Strongyloides ratti e Strongyloides venezuelensis foi
comparada com a de Strongyloides stercoralis foram achadas
reacdes cruzadas com soros dos pacientes, indicando que
estas espécies de roedores podem ser utilizadas como fonte de
antigenos para o sorodiagnostico no lugar do antigeno preparado
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a partir de larvas filaridides de Stromgyloides stercoralis®.
A manutengdo do ciclo de Strongyloides venezuelensis, que
proporciona grande nimero de larvas filaridides em poucos
dias, e a ficil manuten¢do dos animais em biotérios de pequeno
porte, permite que este modelo experimental possa ser mantido
nos laboratérios, tornando possivel a aplicagiio dos testes
diagndsticos para essa parasitose. Além, de diminuirem o risco
de contaminacdo dos técnicos envolvidos, por se tratar de uma
espécie parasito especifico de roedores® 2,

0 reconhecimento especifico, das bandas entre 30- e 10-
kDa, pela IgG sérica de pacientes verdadeiramente positivos
para estrongiloidiase e 0 ndo reconhecimento de qualquer banda
para os verdadeiramente negativos, como um critério para o
imunodiagndstico, proporcionou elevados indices de sensibilidade
(SAL - 100/ ZWIP - 100%/ ZW - 96%) e especificidade (SAL-96%/
ZWIP-92%/ZW-91%) para todas as amostras analisadas (Tabela
1). Esses indices foram mais elevados do que os encontrados
pelo ELISA (sensibilidade de 89%, 85% e 57%; especificidade de
84%, 43% e 68% para SAL, ZWIP e ZW, respectivamente).

0 reconhecimento de bandas com peso molecular mais
elevado, pelo painel de positivos, apenas para o antigeno ZWIP,
pode ser explicado pelo uso de inibidores de proteases durante
a extraco, estas proteinas, também, podem ser responsdveis
pelas reacOes cruzadas encontradas, para este antigeno, quando
analisado o painel de soros heterélogos.

A amostra detectada como positiva em todas as extra¢oes
antigénicas, tanto pelo ELISA como pelo immunoblotting, dentro
do painel de negativos, pode estar representando um caso de
estrongiloidiase oculta. Os demais casos de reaces inespecificas
observados, principalmente no grupo de heterdlogos, podem estar
indicando reatividade cruzada do antigeno de Strongyloides com
outros parasitas, j4 que com o emprego do immunoblotting o
nimero de casos encontrados é bastante reduzido.

As proteinas imunodominantes de Strongyloides stercoralis
sdo detectdveis em extratos antigénicos salinos, assim como,
em detergente. Esses epitopos parecem ser especificos para
Strongyloides stercoralis pois nao se apresentam em extratos de
Strongyloides cebus e Strongyloides ratti, parasitas de primatas
e roedores, respectivamente?® ',

Ambas as extracoes, em solugdo salina ou detergente, de
larvas filaridides de Strongyloides venezuelensis, mostraram
solubilidade e presenca de elevada dosagem protéica, quando
utilizado o processo de homogeneizacio manual e sonicagiio
(SAL 134pg/uL, ZWIP 145pg/uL e ZW 132pg/ulL), porém os
extratos em detergente revelaram menor especificidade quando
comparados ao extrato salino.

Apesar da elevada especificidade e sensibilidade encontradas
para o immunoblotting quando comparadas com o ELISA, a
reacio de immunoblotting ndo é recomenddvel para o uso na
rotina de laboratdrios, por requerer um prazo maior para liberacio
dos resultados, mas é possivel de ser implantada como um teste
confirmatdrio, devendo ser avaliado em diferentes situacdes clinicas.

A extracdo butandlica de proteinas glicoconjugadas e sua
posterior purificacio em coluna de afinidade hidrofébica
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vém sendo estudadas para obtencdo de antigenos purificados
e, portanto mais especificos, para o diagnéstico de outras
parasitoses' Pesquisas recentes, também, vém sendo realizadas
na tentativa de introduzir ensaios quimioluminescentes como
método para detec¢o de reagentes. Estes ensaios tém se revelado
altamente sensiveis, de ficil execugfio e ndo utilizam radiois6topos
em sua preparacdo, o que os torna uma boa alternativa para
melhorar o diagnéstico sorologico de infeccoes parasitirias,
embora ainda nio tenham sido empregados na rotina* 7 ».

0 perfil encontrado, através de andlise por SDS-PAGE, indica
a presenca de glicoconjugados imunoreagentes nas extragdes
antigénicas de larvas filariéides de Strongyloides venezuelensis
(Figuras 1 e 2, canaletas 1, 2 e 3). Realizando o procedimento
de extracdo e purificacdo por cromatografia de interacio
hidrofébica, obtivemos um antigeno purificado com estas
proteinas glicoconjugadas (Figuras 1 e 2, canaleta 4). A reagio
de imunofluorescéncia utilizando como antigeno cortes em crio-
micrétomo de larvas L3, aparentemente pode ser empregada
como técnica auxiliar para o diagndstico da estrongiloidiase,
devido ao0s bons indices de sensibilidade (75%) e especificidade
(82%) encontrados nessa pesquisa, porém aconselha-se, que esta
metodologia seja empregada em associa¢do a outra, como por
exemplo, ELISA para aumentar o grau de sensibilidade.

0 sorodiagndstico é um avango importante para o diagndstico de
parasitoses, principalmente para individuos imunossuprimidos, onde
esta doenca pode diminuir a qualidade e a sobrevida desses pacientes.
Assim, o ELISA e a imunofluorescéncia podem ser uma importante
ferramenta para o diagndstico da estrongiloidiase, tanto em diagnésticos
individuais como em inquéritos epidemiolégicos, sendo testes rapidos e
mais baratos. A reacio de immunoblotting pode ser uma importante
ferramenta para confirmar resultados duvidosos encontrados.
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