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RESUMO

Vermes do génerdngiostrongylussao parasitos intra-arteriais em roedowis.
costaricensisvive no sistema mesentérico, enquam{o cantonensishabita as artérias
pulmonares de ratos. No homem, hospedeiro acideletsths parasitoses, elas causam a
gastroenterite eosinofilica e meningite devido gragao de adultos jovens Ae cantonensis
nos tecidos do sistema nervoso central. O examasipaldgico de fezes ndo pode ser
utilizado para diagnoéstico humano das angiostréasgk porque ndo sdo encontradas larvas
nas fezes, o que torna importante o desenvolvim@dmtécnicas moleculares. Os métodos de
imunodiagnostico empregando antigenos brutos apeesereatividade cruzada com outras
parasitoses e também resultados falso-negativan. €objetivo de aprimorar o diagndstico
molecular das angiostrongiliases, direcionamos sfergps na tentativa de reduzir a
complexidade dos extratos de antigenos a fim dengrar proteinas mais especificas e
sensiveis para o diagnéstico. Primeiramente féadeso uso de antigenos Aecantonensis
para o diagnostico dA. costaricensigela técnica de ELISA. A partir disso, antigenes d
tubo reprodutor (TR) de fémeas Aecantonensisoram fracionados por diversas técnicas e
sua reatividade a soros controle foi testada post®Vie blot (WB). Colunas de proteina A
foram incubadas com soro de pacientes infectadoenp este fracionamento nao teve
sucesso. Foi realizado o fracionamento subceluter ektratos TR e com a fragdo de
antigenos de membrana celular (F2) foi realizadia@onamento por ponto isoelétrico. As
fracbes de pH apresentaram reatividade especibsasaros controle positivos quando
submetidas ao WB, sugerindo que as proteinas eadastpossam ser importantes alvos para
o diagndstico das angiostrongiliases. A possilikdde clonar as proteinas de interesse para
producdo em grande escala, podera constituir foeri@anente de antigenos com reducéo do
volume de trabalho e do emprego de animais no aamaoo.

Palavras-chave:Angiostrongylus cantonensisAngiostrongylus costaricensisAntigeno

heter6logo. Cromatografia. Imunodiagnostico.



ABSTRACT

Nematode worms in the genAsgiostrongylusare intra-arterial parasites of rodents.
A. costaricensidives in mesenteric system whike. cantonensignhabits the pulmonary
arteries. Man is an accidental host and the womry cause eosinophilic gastroenteritis or
meningitis due to migration . cantonensisyoung adult worms through central nervous
system tissues. Molecular methods for diagnosidhiwhan disease are important since
parasitological diagnosis is prevented by lack drvdl elimination in feces.
Immunodiagnostic methods based on crude antigesis Hath specificity and sensibility.
Efforts where directed towards analysis of fracsidor detection of antigens with better
performance in immunodiagnosis for the improvemaerit molecular diagnosis of
angiostrongyliasis. The possibility of heterolog@antigens was also testéd, cantonensis
proteins being standardized in ELISA for the detecbf antiA. costaricensisantibodies.
Analysis of fractions was initiated with the stuolyproteins extracted from the reproductive
tract (RT) from female worms @&. cantonensisseveral fraccionation protocols were tested
and protein recognition by sera from infected husnamas probed by Western blot (WB).
Protein A immunoaffinity columns were loaded wittra from infected patients but recovery
of antigens was unsuccessful. The RT extract wadifmated at sub-cellular level and the
cellular membrane fraction (F2) was subsequentparsted according to isoeletric point
intervals. Proteins at several pH intervals wemgeaized by positive sera in WB. These
antigens may be useful as antibody targets forirtiraunodiagnosis of angiostrongyliasis.
Molecular cloning of relevant antigens is a dedeahim for future studies, leading to
permanent sources of well-defined antigens anddtaction of the labor intensive in vivo
production of these reagents.
Key-words: Angiostrongylus cantonensisAngiostrongylus costaricensisHeterologous

antigens. Chromatography. Immunodiagnosis.
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1 CAPITULO 1

1.1INTRODUCAO

1.1.1 Angiostrongylus costaricensis

1.1.1.10 PARASITO

A angiostrongiliase abdominal é causada peloostaricensisum nematddeo intra-
arterial préprio de roedores silvestres. A espémialescrita na Costa Rica, por Morera &
Céspedes (1971) logo apds Céspesteal (1967) descrever, em pacientes da Costa Rica,

quadros clinicos com granulomas entéricos e lrdatcom intensa eosinofilia.

Esta parasitose ocorre desde o sul dos Estado®dJaid o norte da Argentina. No
Brasil, foram descritos casos no Distrito FedeBarosaet al, 1980), no Espirito Santo
(Penaet al, 1995), em Minas Gerais (Rocknal, 1991), no sul do estado de S&o Paulo, no
Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (dilettal, 1975; Ayala, 1982; Agostimt al,
1984). O Rio Grande do Sul, principalmente na setade norte, € o estado do Brasil onde
foi registrado e diagnosticado o maior nimero desala doenca (Graeff-Teixeiea al,
1991a).

O A. costaricensi® um nematddeo que vive nas arteriolas meserdé&taegiao
ileo-cecal de roedores silvestres, tais caBigmondon hispidysna América Central, e
Oligoryzomys ratticep® Oligoryzomys nigripesno sul do Brasil (Graeff-Teixeirat al,
1990). Tem como hospedeiro intermediario, moluseesonicelideos comdsarasinula
plebeiana América Central e norte da América do Sul (veoet al, 1988) ePhyllocaulis
variegatusno sul do Brasil (Graeff-Teixeiret al, 1989; Rambet al, 1997). Outras espécies
de moluscos testadas experimentalmente, mostragasnscetiveis a infeccdo (Lined al,
1992), demonstrando que, espécies c@mmphalaria glabratapodem ser utilizadas para a

manutencéao do ciclo do parasito em laboratorio [@Kezet al, 1980).

As larvas de primeiro estagio (L1) sao eliminadaw @s fezes do roedor (Figura 1)
e podem penetrar no hospedeiro intermediario poxl e/ou percutanea (Thiengo, 1996;
Mendongeet al, 1999). Nos moluscos, estas larvas chegam adotébromuscular, evoluem
sofrendo duas mudas e originando as larvas darteestagio (L3). As L3, infectantes para

os vertebrados, séo eliminadas com o muco do nwlkeisdepois de ingeridas, penetram na
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parede do intestino e originam os vermes adultesesEsédo filiformes, apresentando a
extremidade anterior arredondada e provida depg§aenos labios. A fémea mede em torno
de 32 mm de comprimento e 0 macho 20 mm (Morera3)1A fémea inicia a oviposicéo a
partir do décimo oitavo dia e 0os ovos sao leva@ds gorrente sanguinea arterial até a parede
intestinal, de onde as larvas eclodem e sao eldamaas fezes.

m 2
L

o *

N/

Figura 1 - Ciclo evolutivo dangiostrongylus costaricensis
Fonte: Rey (2001).

Diferentes estagios do parasito (ovos, L1 e veredos) ja foram encontrados em
orgdos ndo mencionados na descri¢do inicial do dieA. costaricensi® que levou Mota &
Lenzi (1995) a propor um novo conceito no ciclovata deste nematddeo. Foi evidenciada a
passagem do parasito do vaso linfatico para oiartatravés da circulagcdo pulmonar e
descritas duas rotas migratérias: (i) linfaticaesadarterial e (ii) venosa portal. Outro artigo
dos mesmos autores (Mota & Lenzi, 2005) confirnexiaténcia dessas duas rotas e enfatiza
que a migracao pelo figado seria um evento usoatpatrario do conceito inicial proposto
por Moreraet al (1982) onde esse evento € considerado semeladatea migrans visceral.

Fontouraet al (2007) encontraram L1 em diversos 6rgaos de modeipsrimentais, porém
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0 numero baixo e irregular de larvas recuperadgersuque a circulacdo sistémica seja

apenas uma rota alternativa e néo a principal&idispersao do parasito.

1.1.1.2HOMEM E HOSPEDEIRQACIDENTAL

O homem é hospedeiro acidental desta parasitose iafecta pela ingestdo de
alimentos contaminados com o muco das lesmas amianvas infectantes, ou até mesmo
ingerindo as lesmas contaminadas. Outras viasfelecéin, como intraperitoneal, subcutanea,
pele lesada e pele integra, foram testadas, canfitma via oral como sendo a principal na
manutencgéo do ciclo natural desta parasitose (kedd al, 1981). No homem nao ocorre
eliminacdo de L1 nas fezes devido a intensa reaffonatoria da camada muscular da
parede intestinal, causada pela presenca de daogs, que ficam retidas no tecido (Graeff-
Teixeiraet al, 1991b).

O parasito causa uma doenca abdominal de variadadgde que compromete a
regido da valvula ileo-cecal, apéndice e intestlalgado (Loria-Cortes & Lobo-Sanahuja,
1980; Graeff-Teixeira, 1986). A doenca pode evolpara a oclusdo intestinal com
agravamento da dor, distensdo abdominal, ruidosrdiigticos e constipacdo. A doenca
parece ser subdiagnosticada devido aos sintomasatroente inespecificos como vomito,

anorexia, dor abdominal, constipacdo e ocasiondénfebre (Morera, 1985).

A administracdo de drogas anti-helminticas deveesdénda, pois podem induzir
migracdo erratica dos vermes e agravamento dasslgddorera & Bontempo, 1985). O
desconhecimento médico sobre a angiostrongiliadenaibal pode ser perigoso, pelo uso de
anti-helminticos em pacientes apresentando domainabe eosinofilia. A cirurgia € indicada
apenas em pacientes com dor abdominal aguda, gsobver o dano intestinal causado por
isquemia (Rodriguezt al, 2008). Hidratacdo, analgesia e nutricdo saanaltigas de

tratamento.

As medidas profilaticas assumem uma grande impa&aapois o0 homem geralmente
adquire a infeccéo pela ingestao de frutas e vasdcontaminadas com o muco do molusco
infectado. Portanto, lavar as verduras e as maods #pbalhos de jardinagem e evitar
manipular e consumir moluscos sdo cuidados nedessdanini & Graeff-Teixeira (1995),
incubando larvas infectantes a 5°C por 12 horashgroclorito de sédio 1,5%, solucéo
saturada de cloreto de sddio e vinagre, mostratnegsas substancias podem ser Uteis na

descontaminacédo de alimentos visando a profilaxiangjiostrongiliase abdominal.
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1.1.1.3DIAGNOSTICO

O diagndstico definitivo € feito pelo encontro d@smes, larvas ou ovos em cortes
histolégicos de bidpsias ou pecas cirdrgicas (R Na auséncia destes, o diagnostico
pode ser baseado em trés achados histopatologindarhentais: (i) infiltracdo macica de
eosindfilos em todas as camadas da parede infesfilareacdo granulomatosa e (iii)
vasculite eosinofilica atingindo artérias, veiasfaticos e capilares (Graeff-Teixeisd al,
1991b). Até o momento nado existe relato da presdaga/os ou larvas desse nematédeo em

exame parasitologico de fezes.

Figura 2 - Aspectos microscépicos de espécimesgiiis humanos. A: Artéria intestinal contendo
trombo e evidenciando eosinofilia. B:. costaricensisno limen da artéria intestinal e pronunciado
infiltrado de eosindfilos. C: Parénquima hepatiaastrando infiltrado eosinofilico.

Fonte: Rodrigueet al.(2008)

Na Costa Rica é empregado um teste de aglutinagdatex com antigenos totais de
vermes adultos, sem ter padronizacdo publicada 8rasil esta disponivel um teste de
ELISA, com sensibilidade de 86% e especificidad88%, para deteccdo da fase aguda da
infeccdo (Graeff-Teixeirat al, 1997).

A reacao cruzada com outros helmintos e a baixsilsibdade das técnicas descritas
até 0 momento sdo os principais problemas. Paramm#érlos, um grande numero de
antigenos esta sendo testado, desde antigenoscamaé fracdes purificadas de diferentes
extratos, utilizando as técnicas de ELISA, West#ab (WB) e imunofluorescéncia (Graeff-
Teixeiraet al, 1997; Geigeet al, 2001; Bendeet al, 2003). Até o momento o teste de
Geiger et al (2001) utilizando antigenos somaticos de fémeas mleterminar 1gG1
especifica foi 0 que mostrou maior especificida®é,1%) embora tenha apresentado
sensibilidade menor (76,2%).

Silva et al. (2003) padronizaram uma Reacdo em Cadeia da €ake (PCR) e a
amplificacdo ocorreu nos trés pacientes com didgdsonfirmado para angiostrongiliase
abdominal testados. Ndo houve amplificacdo quartitiaaglo DNA de Strongyloides ratti

Ancylostoma caninupAscaris suune Toxocara canis



12

1.1.2 Angiostrongylus cantonensis

1.1.2.10 PARASITO

Angiostrongylus cantonensi¢Chen, 1935) é um verme pulmonar de ratos,
originalmente descritos eRattus norvegicygporém outros mamiferos como gatos, macacos
e camundongos estdo envolvidos na manutencao dsitpae. Este parasito esta associado a
meningite eosinofilica no homem, e foi recuperadia primeira vez em Taiwan no ano de
1944, do liquido cérebro espinhal de um homem jogem sintomas de meningite (Nomura
& Lin, 1945). Somente apds os anos 60 é que a singimiliase cerebral foi reconhecida

como importante problema de saude.

Infeccdes humanas ja foram descritas na Asia (fé& Indonésia, Maléasia,
Tailandia, Vietnd, Taiwan, Hong Kong e Japao), iaNbva Caledbnia, Papua Nova Guiné e
Australia (Wanget al, 2008). No Brasil, a introducdo e dissemina¢édo a@al exdtico
Achatina fulicatem despertado o interesse por métodos diagnéspiamAngiostrongylus
spp., devido a possibilidade de o molusco ser lisspe destes nematdédeos. Na metade do
ano de 2006 foi comprovado, pela primeira vez nalidade de Cariacica, Espirito Santo, um
foco de transmisséao ativa @o cantonensi¢Caldeiraet al, 2007). Recentemente, outro foco

foi registrado no Brasil, no estado de PernambLlicong et al, 2009).

O aumento do numero de viajantes pelo mundo levdetaccdo de importantes
casos da doenca, tornando importante consideré-ldiagnéstico diferencial de doencas
neuroldgicas na medicina do viajante (Slkeinal, 2002; Leonet al, 2007).

O A. cantonensig um nematddeo heteroxénico capaz de infectarvamedade de
moluscos como hospedeiros intermediarios, entrs, elaramujos comdchatina fulica
Bradybaena similaris lesmas dos género¥eronicella Limax e Deroceras Como
hospedeiros definitivos encontranf®attus rattuse Rattus norvegicus

Os vermes sao filiformes, a fémea mede em torriZ2de34mm de comprimento e o

macho mede de 20 a 25mm de comprimento.
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Fonte: Wang et(aD08).

As L1, que sdo eliminadas com as fezes dos roedewekiem para L3 em muitas
espécies de lesmas e caramujos. Quando ingerittabgspedeiro vertebrado as L3 penetram
na parede intestinal e migram pela circulacdomist® Em dois ou trés dias, as larvas, que
Sao neurotropicas, migram para o cérebro onde erese maturam para adultos jovens.
Aproximadamente quatro semanas apos a penetraci das larvas na parede do intestino,
0os vermes adultos jovens migram para a artéria qgnam onde produzem ovos que
desenvolvem as larvas de primeiro estagio. Estamdapenetram na cavidade aérea do
pulm&o, migram para o trato respiratério, sdo detfls e eliminadas com as fezes do

hospedeiro.

1.1.2.2 HoMEM EHOSPEDEIROACIDENTAL

O homem adquire o nematddeo acidentalmente atdavégyestdo de alimentos crus
contendo as larvas infectantes ou por ingestadhdspedeiros intermediarios. Outra via de
infeccdo ndo completamente esclarecida é atravagudecontaminada com as larvas que sao
liberadas de moluscos mortos. A penetracdo de dapvesentes no solo através da pele
machucada, também é considerada possivel via gelar{Alicata & Brown, 1962).
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Em humanos, o parasito ndo completa o seu cicldakas migram para o cérebro
onde causam abscessos, inchaco cerebral e heraor@givermes adultos jovens podem
andar pela medula espinhal onde eventualmente moeradlegeneram levando a intensa

reacao inflamatoria (Pien & Pien, 1999).

Os sintomas iniciam, em média, em 20 dias apogesiéo das larvas, sendo que o
principal deles é a dor de cabeca severa (Kubetsii, 1979; Tsaget al, 2001), resultado do
aumento da pressdo intracraniana produzida pelgdgeaflamatéria generalizada nas
meninges. Os pacientes podem apresentar tambédezigla nuca, nauseas e vOmitos
(Kuberski & Wallace 1979; Koet al, 1988).

A angiostrongiliase € uma doenca aguda com resmlagsfontdnea em algumas
semanas, raramente deixa sequelas e raramentd, @fatendo durar de 6 a 34 dias (Tesai
al., 2001). A visao pode ser afetada diretamente pstsenca do verme nos olhos ou
indiretamente pela paralisia do nervo craniano rifnondaroj et al, 1962). A patogenia
depende diretamente dos danos causados pela moagaendas larvas e da reacédo

inflamatoria granulomatosa do individuo infectado.

Segundo estudo conduzido por Hwang & Chen (199P% 8os pacientes estudados
infectaram-se pela ingestdo de caramujos. Outrdascms e hospedeiros paraténicos como
rds, camarbes de agua doce, caranguejos, peixEnaigs também podem ser fonte de
infeccdo (Wanget al, 2008). Outra forma menos comum € a ingestdo detaisg
contaminados, agua e suco de frutas (S, 2002; Tsakt al, 2004). Maos podem levar
as larvas diretamente a boca apdés a manipulacdwincadeira com moluscos, forma de

infeccdo principal em criancas.

1.1.2.3DIAGNOSTICO

O diagnostico déA. cantonensi® baseado em sintomas clinicos e nos achados
laboratoriais. A histdria de consumo de crusta@@psioluscos semi-crus e manifestacdes de
meningoencefalites com envolvimento ocular podemngdcios da parasitose (Eamsobhana,
2006).

A tomografia computadorizada e a ressonancia magngbdem revelar a presenca
de lesbes no cérebro e sdo Uteis para o acompantoanee doenca e monitoramento das
complicacbes, mas nao servem de base para o dimgndiserencial (Kanpittayat al,, 2000;
Tsai et al, 2003; Jinet al, 2005). Shihet al. (1992) evidenciaram opacidade densa com
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margens mal-definidas em radiografia peitoral, pv@mente pela trombose vascular ou

reacao inflamatoria as larvas.

A meningite eosinofilica pode ser indicativa deg@rasitose, que geralmente
apresenta contagem de eosindfilos no liquor erre Z5%, mas deve ser diferenciada da
meningite causada por outros helmintos cdémathostomaParagonimuse Taenia solium
(Cross, 1987; Jaroonvesama, 1988). Aproximadame®e dos pacientes apresentam
eosinofilia no sangue periférico e de 15 a 95% sgm@am eosinofilia no liquido
cefalorraquidiano (LCR) (Pien & Pien, 1999).

Na busca pelo diagnéstico conclusivo, outras caukasmeningite devem ser
descartadas, entre elas, as causas alérgicasciasieze e malignas. Reacfes a drogas e
material estranho, bem como a doenca de Hodgkisclerese multipla sdo as causas nao
infecciosas mais comuns (Quirat al, 1984; Mulliganet al, 1988; Tunget al, 1991),
enquanto que as infec¢des ndo parasitarias incdugrberculose, coxsachie virus, rickettsia,

coccidiomicose e neurosifilis.

O diagnastico é confirmado com o encontro de latvaerme adulto no liquor ou na
cavidade orbitaria do individuo infectado. Embongitos pacientes ja tenham sido reportados
com essa parasitose, apenas poucos casos tiverdinmeg&o com encontro do verme no

liquor (Eamsobhana, 2006).

O volume de liquido examinado é pequeno, o queulifi o encontro das formas
parasitarias, com isso, 0s testes sorologicos estdornando a alternativa mais apropriada.
Nas ultimas décadas, vérios testes imunolégicdigartdo antigenos totais ou parcialmente
purificados de larvas, vermes adultos ou produeosxtrecédo-secrecdo foram desenvolvidos
para dar suporte ao diagnaostico clinico desta atrgiagiliase. O método de ELISA, por ser
menos subjetivo e mais sensivel do que os outstsste? 0 mais empregado em comparacdes
com os novos métodos (Eamsobhanal.,, 2009).

Algumas proteinas ja foram descritas (Tabela 1)ccatwo para o diagnostico da
angiostrongiliase. Nuamtanong (1996) testou o usoamdtigeno bruto de fémea de
cantonensispor ELISA e obteve sensibilidade de 100 % e efipetade de 66,8 %. No
mesmo trabalho foi testada a reatividade dos coemiens por Western blot. O componente
de 29 kDa apresentou sensibilidade de 88,5 % eifismade de 47,1 %, enquanto que o
componente de 31 kDa apresentou menor sensibili@&j2 %) e maior especificidade (82,4
%). Eamsobhanet al (1997) também descreveram o componente de 31 kida poomissor

para o diagnoéstico d&. cantonensisEssa proteina foi posteriormente purificada @sada
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eluicdo de um gel de poliacrilamida e testada pbiSE, apresentando sensibilidade e
especificidade de 100 % (Eamsobhanal, 2001).

Chyeet al (2000) purificaram um antigeno ée cantonensi@or cromatografia de
imunoafinidade utilizando um anticorpo monoclongppecifico. Obtiveram uma Unica banda
de 204 kDa que, quando testada por ELISA, apresesensibilidade de 91 % e
especificidade de 98 % para o soro e sensibilidedg3 % e especificidade de 100 % para o

liquor.

Intapanet al (2003), testaram a resposta das subclasses deghbabnas (IgG1,
1gG2, IgG3 e IgG4) e encontraram melhor resultagldgfs4 ao componente de 29 kDa de

verme adulto dé. cantonensijscom sensibilidade de 89,2 % e especificidadebdi.7

Uma versao de dot-ELISA descrita para o diagnoségperimental em ratos,
apresentou sensibilidade de 100 %. Este testeutljira uma fracdo purificada de 31 kDa
parece ser promissor por sua economia e simpliejdalém de estar sendo aplicado com
sucesso em trabalhos de campo para diagnosticoetingite eosinofilica em humanos
(Eamsobhanat al,, 2003; Eamsobhana, 2006)

Outro estudo utilizando imuno-PCR para detectalganbs circulantes no soro de
pacientes com meningite eosinofilica detectou opmrante de 204 kDa com 100 % de

especificidade, relatando a técnica como promig&iingeet al, 2004).

Tabela 1 — Proteinas descritas para o diagnéstiéo cantonensis

Antigeno Método Sensibilidade Especificidade
(%) (%)

Bruto ELISA 66,8 Nuamtanong, 1996

29 kDa WB 88,5 47,1

31 kDa WB 69,2 82,4

31 kDa ELISA 100 100 Eamsobhanaet al.,,
2001

204 kDa ELISA (soro) 91 98 Chye et al., 2000

ELISA (LCR) 83 100

29 kDa ELISA (1gG4) 89,2 75 Intapanet al., 2003

31 kDa Dot-ELISA 100 - Eamsobhanaet al.,
2003

204 kDa Imuno-PCR 100 100 Chye et al., 2004

96,7
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Uma versdao de multi-dot foi desenvolvida com amtdgeparcialmente purificados
para o diagnostico rapido, simples e diferenciahdmingite eosinofilica por infeccéo por
helmintos Angiostrongylus cantonensi§nathostoma spinigerure Taenia soliuy mas
apresentou reatividade cruzada erirecantonensi® G. spinigerum(Eamsobhanat al,
2006), necessitando de ajustes.

1.1.3 Busca de antigenos para diagnéstico

Um grande numero de antigenos é apresentado pdrasmedeiro durante as
infecgBes por helmintos e podem ser classificadogj@atro niveis principais: (i) estagio do
parasito, (i) compartimento antigénico (superfigecrecdo e somaticos), (iii) componente
antigénico e (iv) epitopos antigénicos (Parkhoudgagrison, 1989). Cada epitopo antigénico
apresentado por um parasito ao seu hospedeiro peooma resposta imunoldgica diferente
em termos de quantidade, isotipo e afinidade dbsaapos (Parkhouse & Harrison, 1987). A
grande variacdo na resposta a antigenos individi@isematodeo sugere que um unico
antigeno nao seja suficiente para detectar a iaatedevido as variacoes biologicas (genética,

estagio do parasito ou historia da infec¢éo) (Rarkh & Harrison, 1989).

A maioria dos helmintos compartilha as mesmasdsttés catabdlicas e anabolicas
e 0S componentes necessarios para esses procassoeEnp ser conservados nas espécies. A
mistura obtida por centrifugacdo de um homogeneibadto de um organismo esta longe de
ser um antigeno definido. E bastante provavel gquedratos solGveis contenham esses
componentes e por isso seu uso resulta em test&s/aéis, com reatividade cruzada e,

portanto, ndo especificos.

Os principais alvos para o diagnostico, desenvawim de vacinas e
imunomodulacgéo a fim de diminuir o dano patolégiéo os antigenos de superficie, secrecao
e somaticos (Parkhouse & Harrison, 1989). Os ambigele superficie e os secretados pelo
parasito sdo os mais utilizados, pois parecemsiagie e espécie especificos além de serem
mais facilmente apresentados aos hospedeiros. @gemos somaticos somente sao
reconhecidos pelo hospedeiro quando ha quebra pfgie do parasito favorecendo a
resposta imune aos antigenos internos. Na mortgadasito o hospedeiro é apresentado a
uma série de antigenos somaticos, e ha sempresconde que estes possam provocar reagdes

patoldgicas.
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7

A utilizacdo de antigeno heterdlogo € uma altevaapossivel e ndo deve ser
descartada, principalmente na busca de antigenos g@iagnostico de espécies que
apresentam dificil manutencdo em laboratério e @abcuperacdo de parasitos para a
producdo de antigenos. Dekumyatyal (2000) utilizaram preparacédo de antigeno bruta.de
costaricensiscomo alvo para a deteccao de anticorpos em pasiecdm meningite
eosinofilica e obtiveram alta sensibilidade e bagpecificidade. A utilizacdo de espécies
congenéricas também foi demonstrada no diagndséigrarasitos que compartilham epitopos
como Strongyloides stercorali® Strongyloides venezuelengiBeliciano et al, 2010) ou
Strongyloides ratt{Rodrigueset al, 2007). Essa abordagem tem se mostrado promissora
desenvolvimento de métodos alternativos para ad&t@o de cisticercose, estrongiloidiase e
hidatidose (Vazt al, 1997; Saket al, 2006; Oliveiraet al, 2010; da S Ribeiret al, 2010).

Benderet al. (2003), ao utilizarem soros humanos de individaéectados conA.
costaricensisem técnica de imunofluorescéncia indireta, obsamafluorescéncia mais
intensa no tubo reprodutor, na superficie dos owdsiros e nos fragmentos de L1.
Observacfes em modelos animais também evidenciariamportancia dos ovos na resposta
humoral. Em experimento com camundongos, o aumel® niveis de anticorpos
(principalmente 1gG e IgG1) coincidiu com a matadd sexual do parasito e inicio da
oviposicéo pelas fémeas (Geigerl, 1999; Abrahams-Sandi al,, 2004). Outro estudo com
antigenos de diferentes estagios de desenvolvinmeostrou que os niveis de anticorpos mais
elevados foram encontrados com o emprego de extdgmvos como antigeno (Abrahams-
Sandiet al, 2005). Em estudo com camundongos, as mudantai®giaas ocorrem apds a
producao e liberacdo dos ovos, levando a concldedgue a resposta inflamatoria local, o
infiltrado celular e a reacdo granulomatosa induziélos ovos e larvas sdo 0s principais

fatores para a patogénese da infeccad\popstaricensigGeigeret al, 1999).

Mesén-Ramirezt al (2008) utilizaram antigeno de ovo Ae costaricensigara o
imunodiagnostico da angiostrongiliase abdominaheoetraram sensibilidade de 90,5% e
especificidade de 87%. Foi observada reatividadeacta controngyloides stercoralie o0s
autores sugerem gue esta reatividade possa sévidlasoom o0 emprego concomitante de
técnica coproparasitolégica, uma vez que, ao comtdd que ocorre erA. costaricensisna

estrongiloidiase séo eliminadas larvas nas fezes.

A complexidade dos extratos protéicos brutos € tendg desafio na identificacdo
precisa das proteinas. O fracionamento das amoptds reduzir a complexidade dos
antigenos e com isso facilitar a visualizacdo datefnas e sua analise. Abdolzade-Batil
al. (2004) descreveram um método de extracdo queitpefracionar de forma simples as
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proteinas de acordo com sua localizagdo subcelldaando a um enriquecimento em
proteinas de (i) citosol, (i) membrana das ceéluwasrganelas, (i) soliveis e nuclear
associadas ao DNA e (iv) citoesqueleto. Este pioeato esta disponivel como kit

comercial, dProteoExtract™ Subcellular Proteome Extraction {@Qalbiochem, EUA).

Outra técnica capaz de reduzir a complexidade dtrates € a cromatografia de
afinidade, definida como uma técnica de cromatogrifuida que faz uso da interacdo
biologica para a separacdo de um analito espeaiicamostra. Exemplos dessa interacao
incluem ligacdo de uma enzima a um inibidor oudégade um anticorpo a um antigeno. As
proteinas A e G sao bastante utilizadas como ligadde anticorpos. Elas sdo proteinas da
parede celular bacteriana 8taphylococcus aurewsgrupo G Streptococci, respectivamente.
Esses ligantes diferem em sua habilidade de ireragm anticorpos de diferentes espécies e
classes (Et al, 1978; Bjorck & Kronvall, 1984; Akerstrom & Bjdk¢c1986). Sua utilizagc&o
permite purificar antigenos através da ligacaotea@pos especificos previamente fixados a

uma matriz de proteina A ou G.

Para separar, analisar e quantificar varias pragesimultaneamente em uma Unica
amostra podem ser utilizadas técnicas protebm@asrmo proteoma significa a “analise das
PROTEinas expressas pelo genOMA” (Wilkies al, 1996, Penningtort al, 1997). A
eletroforese bidimensional (2DE), introduzida padid€ (1975) e O’Farrell (1985), é o
método de escolha por sua habilidade em fazersepsaacdo. A 2DE separa as proteinas de
acordo com duas propriedades independentes: ifiepa dimensédo ou focalizacao isoelétrica
(IEF), que separa as proteinas de acordo com seto Eoelétrico (pl) (ponto em que as
proteinas atingem a posicao estacionaria onde @wssarga zero), e (i) segunda dimenséao
ou eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGHE separa as proteinas pelo seu peso
molecular (PM). Os pontosgo) resultantes da 2DE correspondem a proteinas natem
permitindo, assim, a separacédo de milhares deipastsimultaneamente. Altera¢des no perfil
dessas proteinas podem auxiliar no desenvolvimet#go métodos diagnostico, no

entendimento da progressao de doencas, na efa@tiatamentos, entre outros.

Apesar das grandes vantagens desta técnica, podidicéfazer a analise daspots
resultantes principalmente porque as proteinasdanies acabam mascarando o encontro de
proteinas de baixa abundancia, que sdo potend@misalcadores. A delecdo das proteinas
mais abundantes pode ser uma alternativa, devesndengpregada com cautela, pois durante

sua remocao, as proteinas de interesse podem aesolar removidas junto.

A resolucao inadequada da 2DE para misturas co@plpade ser resolvida com o
pré-fracionamento dos extratos em mudltiplas faiklaspH (Zuoet al, 2004). Um sistema
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disponivel comercialmente permite esse fracionamdetforma rdpida e simples:Zmom
IEF Fractionator (Invitrogen Life Technologies, EUA) auxilia na mdicacdo de um numero
maior de proteinas, pois além de permitir a separagn pelo menos duas fracbes de pH
(podendo chegar a sete), acaba concentrando asina®tem cada fracdo, permitindo

inclusive a deteccao das proteinas menos abundantes

Devido a complexidade dos proteomas totais, edpsaide de células eucaridticas,
€ interessante padronizar fracionamentos dos est@btéicos e criar proteomas parciais.
Desta forma a visualizacdo fica mais facil e a dgte de proteinas menos abundantes se
torna possivel.

No caso das angiostrongiliases, como ndo ha elgdinde formas parasitarias nas
fezes, € importante o desenvolvimento de técnicadeaulares de diagnéstico. O
direcionamento dos esfor¢os na tentativa de redueirmplexidade dos extratos de antigenos
pode levar ao encontro de proteinas mais especificasensiveis, resultando no

aprimoramento do diagnostico destas parasitoses.
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1.20BJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Aprimorar o diagndstico imunoldgico das angiostibages.

1.2.2 Obijetivos Especificos

1 — Testar a utilizacéo de antigenos heterdlogds. dantonensipara o diagnostico
de pacientes infectados cdmcostaricensis.

2 — Fracionar amostras complexas de antigenosAdecantonensispara a
identificacdo de alvos para o diagnéstico das atgingiliases.

3 — Verificar a presenca de proteinas reconheqgidasanticorpos de individuos
infectados comf\. costaricensis

2 CAPITULO 2
2.1ARTIGO PUBLICADO
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Use of heterologous antigens for the immunodiagnosis of abdominal
angiostrongyliasis by an enzyme-linked immunosorbent assay
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Angiostrongylus costaricensis has a broad geographic distribution spanning from North to South America and
the infections of vertebrates with this nematode can result in abdominal complications. Human infections are di-
agnosed by histological or serological methads because the isalation of larvae from feces is nat feasible, as most
parasites become frapped in intestinal tissues due to infense eosinophilic inflammation. Because A costaricensis is
difficult to maintain in the laboratory, an immunodiagnostic IeG enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) using
antigens from the congeneric Angiostrongylus cantonensis species was evaluated against a panel of serum samples
Jfrom patients who were histologically diagnosed with A costaricensis infections. Sera from uninfected individuals
and individuals infected with other parasites were used as controls. The sensitivity and specificity of the assay were
estimated at 88.4%6 and 78.7%, respectively. Because the use of purified or cloned antfigens has not been esrablished
as a reliable diagnostic tool, the use of heterologous antigens may provide a viable alternative for the development
of an ELISA-based immunodetection system for the diagnosis of abdominal angiostrongyliasis.

Eey words: abdominal angiostrongyliasis - Angiostrongyius costaricensis - Angiostrongylus cantonensis - immunodiagnosis -
eosinophilic gastroenteritis - helminths

Human abdominal angiostrongyliasis (AA) 15 caused
by infection by the intra-arterial nematode Angiostrongy-
Ius costaricensis that complete their sexual cycle 1n rodents.
Humans are accidental hosts and the localization of adult
worms mnside mesenteric arteries leads to the development
of inflammatory lesions (Graeff-Teixeira et al 1991). AA
has been diagnosed across Central and South America and
1solated tmported cases have been reported i Europe and
the United States. Molecular diagnostic methods are impor-
tant for diagnosmg human disease because first-stage larvae
can only be detected microscopically 1n the feces of the de-
finitrve host. rodents (Pena et al. 1993).

Angiostrongyius cantonensis 15 a metastrongylid nema-
tode with a broad geographic distribution spanning from
Asia_the Pacific Islands. Central America and more recent-
ly. South America. Adult worms live within the pulmonary
artenies of defintirve hosts (e.g. the black rat, Rartus norver-
gicus) following the maturation of late larval stages m the
central nervous system. Accidental infections of humans
may result in eosinophilic memingitis due to the inability of
larvae to exit meningeal tissues (Wang et al 2008).

The utilization of antigens for the immunodiagnosis of
AA has been hindered by complications that are associ-
ated with maintaining the life cycle of 4. costaricensis in
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the laboratory for use as a source of crude antigen How-
ever, 4. canfonensis can be maintained and propagated in
the laboratory more effectively and can therefore provide
large amounts of heterologous antigens; these anfigens
can be used to develop immunodiagnostic assays that de-
tect cross-reactive 4. costaricensis antibodies. This study
evaluated the use of 4. cantonensis antigens 1n a standard-
ized enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) for
the diagnosis of 4. costaricensis infections.

SUBJECTS, MATERIALS AND METHODS

The parasite - A. cantonensis was kindly provided by
Professor Kentaro Yoshimura, Akita Umiversity Medical
School, Japan The parasite was maintamed m the Parasi-
tary Biology Laboratory of Pontifical Catholic University of
Rio Grande do Sul (PUCRS). by perpetuating the infectious
cycle mn R. norvergicus and Biomphalaria glabrata that are
used as definttive and intermediate hosts, respectively.

Animal handling - Animal experiments were carried
out according to regulations that were established by the
Brazilian College of Animal Experimentation and the
protocol was approved by the University Ethical Com-
mittee for research involving human subjects.

Sera - Samples (n = 26) from patients with histopatho-
logical diagnoses of 4. costaricensis infections were used
as positive conirols (PC) (Graeff-Teixewra et al. 1991).
These patients came from the states of RS, Santa Catarina
and Parana and thev were diagnosed after surgical treat-
ment for complicated courses of abdomunal disease. Se-
rum samples were collected from 1-8 weeks after the be-
ginming of symptoms. A panel of 47 serum samples from
patients with positive fecal diagnoses for at least one of
the following parasites were included as specificity con-



trols: Ascaris lumbricoides. hookworm, Entamoeba coli.
Giardia duodenalis, Schistosoma mansoni, Strongyloides
stercoralis and Irichuris trichiura. These patients lived in
the urban areas of R1o de Janerro, Sdo Paulo or Recife and
they were outside of the areas that are endemic for AA.
Sera (n= 11} from healthy students (without fever, abdom-
inal pain or any other signs of systemic diseases) from
PUCRS were also included as negative controls (INC).

Antigen preparation - Female A. cantonensis worms
were removed from the pulmonary arteries and cardiac cav-
ities of infected rats, washed in saline and stored at -20°C
until use. For anfigen prepamation. 60 worms were frozen in
liqud nitrogen and homogemized uniil they were reduced
to a fine powder. For protem extraction, 1 mL of 20-mM
NaCl Tris-HCl contamning 1-mM phenyimethylsulphonyl-
flouride (Sigma. St. Louis. MO). 1-mM Na-p-tosyl-L-lysine
chloromethylketone TLCK (Stgma) and 1-mM ethylened:-
amine-tetra-acefic acid EDTA (Sigma) were added and the
solution was sonicated three times for 2 mun at 30% am-
plitude. The suspension was centrifuged twice at 12,000 g
for 20 mum at 4°C and the resulting soluble supernatant was
stored at -20°C until use. The protemn concentrations were
determined using the Bradford assay (Bradford 1976).

ELI54 - The optimal antigen concentrations and serum
dilutions for ELISAs were deternuned by titration and the
optimal concentration of crude antigen was determuned to
be 5 pg/ml. The assays were carried out by coating poly-
styrene plates with 100 pL of 5-pg/mL antigen in coating
bufter (15-mM sodmm carbonate and 35-mM sodmim bicar-
bonate, pH 9.6) at 4°C for 12 h overmight. After three wash-
es with phosphate buffered saline (PBS)/0.05% Tween-20.
the plates were blocked with 5% non-fat milk m 0.05%
Tween-20/PBS solution for 3 h at room temperature (RT).
The test sera (1:200) and peroxidase-comjugated goat anti-
human IgG antibodies (1:1000, Zymed, USA) were diluted
in blocking buffer The antigen-coated wells were incubated
with serum samples and the secondary antibodies were m-
cubated for 2 h at RT. Binding was colorimetnically visual-
1zed following the addition of 0.04% o-phenvlenedianmine
(Sigma) tablets that were dissolved in 0.012% H, O, /fcitrate-
phosphate buffer (pH 5) for 15 min in the dark at RT. HCI
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(2N, 100 pL) was added to the wells to stop the reaction and
the optical density (OD) was measured at 490 nm  Cut-off
values were calculated as the average OD readings plus two
standard deviations.

RESULTS

An A. eantonensis crude antigen-based ELISA was de-
veloped to diagnose A. costaricensis infections. The sensi-
tivity and specificity of the test were determined by compar-
ing OD readings from the sera of 4. costaricensisanfected
patients to the sera of uminfected controls or patients who
were infected with different parasites (Table). Twenty-three
out of 26 PC sera had positive OD readings compared to 10
out of 47 sera from patients with other parasitic infections,
resulting in a sensitivity of 88 4% and a specificity of 78 7%
(Figure. Table). When the cut-off values were calculated
from NC absorbance readings. the sensitivity and specific-
ity were 76.9% and 93 6% (Table).
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Serum reactivity to Angiostrongylus cantonensis antigens. IzG reactiv-
ity to an 4 cantenensis crude antigen preparation dermved from female
worms was assessed using serum from normal negatrve (NC) (@ = 11) in-
drviduals. patients (o = 26) with histopathological diagnosis of abdominal
angiostrongyliasis (PC) or patients {n = 47) with other parasitic infections
(8C). Absorbance values were read at 490 nm The horizontal bar represents
the cut-off value established by SC sera reactivity. OD: optical density.

TABLE

Sensitivity and specificity of an Angiostrongylus cantonensis enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) for the detection of IgG anti-dngiosirongylus costaricensis antibodies

Total Positive Negative Sensitivity Specificity
il i n Yo %o

Cut-off: medium optical density + 2 standard deviation” of normal control sera

Positive control 260 20 6 6.9 -

Specificity control 47 3 44 - 936
Cut-off: medium optical density + 2 standard deviation of specificity control sera

Positive control 26 23 3 384 -

Specificity confrol 47 10 37 - 787

a: optical density at 490 nm_



24

916 Mem Inst Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Vol. 705(7), MNovember 2010

DISCUSSION

A. costaricensis crude antigens have been used for
the immunodiagnosis of angiostrongyliasis since 1997
and later 1n the diagnosis of acute angiostrongyliasis
(Graeff-Teixeira et al. 1997, Geiger et al. 2001). Previ-
ously used antibody-based detection systems included
precipitation reactions (Sauerbrey 1977) and latex ag-
glutination using crude antigenic preparations: the lat-
ter has been used for many yvears 1n Costa Rica (Kramer
et al. 1998). In addition, low molecular weight peptides
(Abraham et al. 2004), egg antigens (Mesén-Ramirez
et al. 2008) and crude excretion-secretion antigens, as
well as host antibody response at both the class (IgE.
IgA) and 1sotype (IgGl. IgG2. 1gG3. IgG4) (Geiger et
al. 2001) levels, have been studied but not extensively
evaluated in clinical or epidemiological settings. Due
to insufficient sensitivities. specificities and reproduc-
ibilities of these assays in diagnosing A. costaricensis
infections and the unavailability of protocols utilizing
purified or recombinant antigens for diagnostic pur-
poses, improvements to currently available crude anii-
gen-based ELISA assays are necessary.

Because A. canfonensis and A. costaricensis are
congeneric, these organisms likely share various anfi-
genic determinants (Dekumyoy et al. 2000). Further-
more. 4. cantonensis can be easily propagated in the
laboratory and can thus provide substanfial amounts of
crude antigen for use in ELISAs. The feasibility of this
congeneric species approach has already been demon-
strated by the diagnoses of patients who are infected
with parasites that share epitopes, such as 5. srercoralis
and Strongyloides venezuelensis (Feliciano et al. 2010)
or Stromgyloides ratti (Rodnigues et al. 2007). This
approach has been particularly promusing in the de-
velopment of alternative methods for the diagnoses of
cisticercosis, strongyloidiasis and hidatidosis (Vaz et
al. 1997, Sako et al. 2006, Feliciano et al. 2010, Oliveira
et al. 2010, da S Ribeiro et al. 2010). In addition, De-
kumyoy et al. (2000) studied the use of a crude antigen
preparation that was denived from 4. cosfaricensis as
a heterologous target for the detection of antibodies in
patients with eosinophilic meningitis.

In addition to a potential use for diagnosis_ heterolo-
gous antigens may also be useful for vaccination strate-
zies that are based on the elicitation of cross-proteciive
immunity (Stropkovska et al. 2010) and the modulation
of the immune response (Page et al. 2006). Cross-reac-
tivity or molecular mimicry may elicit the suppression or
activation of immune responses that are associated with
the pathogenesis of infectious diseases (Kierszenbaum
2003, Garones et al. 2005, Millington et al. 2006).

The importance of developing molecular diagnos-
tic methods or immunodiagnostic techmiques for the
diagnosis of human infections with 4. costaricensis is
highlighted by the fact that human cases are difficult
to diagnose due to the challenge in identifying trapped
larvae (Graeff-Teixeira et al 1991). For example, a
single larva was 1dentified histologically 1n transit be-
tween necrotic intestinal mucosal tissues and the lumen
{unpublished observations). More importantly, neither

larvae nor eggs have ever been detected 1in human stool
samples and the examination of feces is not routinely
performed 1n the diagnosis of AA

Compared to a previous report on ELISA using A,
costaricensis antigen (Geiger et al. 2001), the ELISA
using 4. cantonensis crude antigen preparation in this
study showed increased sensitivity (76% in the previous
study vs. 88 4% in this study) and decreased specificity
(91.1% 1n the previous study vs. 78.7% 1n this study).
Purified or cloned antigens have not been established
as reliable diagnostic tools. Therefore. the use of het-
erologous antigens may provide a viable alternative for
developing an ELISA-based immunodetection system
for use 1n the diagnosis of AA.
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3 CAPITULO 3

Com o objetivo de fracionar amostras complexasnigenos deA. cantonensi®
identificar alvos para o diagnostico das angiogfiltases, foram utilizadas as técnicas abaixo

descritas:

3.1MATERIAIS E METODOS

3.1.1 Manutencéao do ciclo deA. cantonensis

O ciclo de A. cantonensi$¢ mantido no laboratério de Biologia Parasitara d
Faculdade de Biociéncias da PUCRS, utilizandoBe glabrata como hospedeiro

intermediario e ratos Wistar como hospedeiro deéfimi

3.1.2 Separagéo fracionada

Fémeas dé. cantonensiforam dissecadas com laminas de bisturi e pinggsodta
fina sob estéreo-microscépio com o auxilio de untecg de ceramica refrigerada, para

separacao do tubo reprodutor (TR) e preservacaprdesinas.

Figura 4 - Fémea dé&. cantonensisvidenciando o tubo digestivo (por¢cdo escura) teibm
reprodutor (porcdo mais clara)
Fonte: Laboratério de Biologia Parasitaria da PUCRS

O fracionamento das proteinas foi realizado seguinfiluxograma do quadrol.
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Quadro 1 - Fluxograma do fracionamento dos antigeled. cantonensisTD: tubo digestivo, TR: tubo
reprodutor, C: cuticula. F1: proteinas de citoBal, proteinas de membrana, F3: proteinas de nl€leo,
proteinas de citoesqueleto.

3.1.3 Cromatografia de imunoafinidade

3.1.3.1EXTRACAO DE ANTIGENOS

Foram homogeneizados 40 TR de fémeasAdecantonensisatravés da acéo
mecéanica de pistilo em resina de extracdo, comliaagio doSample Grinding Kit(GE,
UK). Foram adicionados 3Q@_ de TRIS 50 mM pH 7,5 e 8L de coquetel de inibidores de
protease (Sigma, EUA). A amostra foi centrifugad@QD xg por 10 minutos. O sobrenadante
foi centrifugado novamente nas mesmas condicdesnBentracdo protéica foi estimada pelo

método de Bradford (Bradford, 1976) e a amostraaaemada a -20 °C até o uso.

3.1.3.2PURIFICACAO DOS ANTIGENOS

Os antigenos foram purificados com cromatografia afimidade em banho,
utilizando-se o kitProtein A HP Spin TragGE, UK) de acordo com as instru¢bes do

fabricante. Foi utilizado unpool de cinco soros de pacientes com diagnostico coaéio
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para angiostrongiliase abdominal na etapa de igéigbeom a matriz de proteina A. Apés a
lavagem da coluna, a matriz foi incubada com oatxtde antigenos seguida de nova
lavagem e eluicdo. As etapas estdo resumidas ndraj@a As amostras resultantes da
purificacdo foram visualizadas em gel de poliaorita 10% corados com azul de

Coomassie.

EQUILI’BRIO 400 uL tampéo de ligagdo
Centrifugar 3x 1min, 150 xg

L|GACAO DE ANTICORPO 200 pL solucéo de anticorpos

30 min em agitagéo
Centrifugar 1 min, 150 xg

400 pL tampéao de ligagéo
LAVAGEM Centrifugar 1 min, 150 xg

TROCA DE TAMPAO 400 pL trietanolamina
Centrifugar 1 min, 150 xg

CROSS-LINK 400 pyL DMP em trietanolamina

60 minutos em agitagéo
Centrifugar 1 min 150 xg

LAVAGEM 400 pL de trietanolamina
Centrifugar 1 min, 150 xg

BLOQUEIO 400 L de etanolamina

15 minutos em agitacéo
Centrifugar 1 min, 150 xg

REMOCAO DE ANTICORPO NAO LIGADQ 400 uL de tampgo de eluicdo
Centrifugar 1 min, 150 xg

400 pL tampao de ligagéo
LAVAGEM Centrifugar 2x 1 min, 150 xg

L|GACAO DE PROTEINAS 200 pL solugédo de antigenos

60 min em agitagéo
Centrifugar 1 min 150 xg

400 pL tampé&o de lavagem
LAVAGEM Centrifugar 5x 1 min, 150 xg

ARG ORARNRORAT AR

ELU|CAO 200 pL tampéo de eluicéo
Centrifugar 3x 1 min, 150 xg

Quadro 2 - Etapas derotein A HP Spin Trap
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3.1.4 Extracao de antigenos para fracionamento subcelular

Para a preparacédo de antigenos para o fracionammancelular, TR de 100 fémeas
de A. cantonensigoram homogeneizados através da acdo mecanicestde pm microtubo
de plastico, com nitrogénio liquido. Seguiu-se cam utilizacdo do kit comercial
ProteoExtract™ Subcellular Proteome Extracti@@albiochem, EUA), segundo orientacdes

do fabricante. As etapas estdo resumidas no q@adro

TR macerado

+1 mL Tampaal +5 pL coquetel de inibidor de protease
+10 min agitagaa + 10 min 822 xg

-

FRAGAO 1 (F1) — Extrato de proteinas do citosol

+1 mL Tampaall + & uL coguetel de inibidor de protease
+30 min agitagaa + 10 min 5433 xq

i

FRAGAO 2 (F2) - Extrato de proteinas de membrana/organela

+0.5 mL Tampaa Il + 5 uL coquetel de inibidar de pratease
+ 1,5 yL de Benzonase
+10 min agitagaa + 10 min 7396 xq

i

FRAGCAO 3 (F3) — Extrato de proteinas do nticleo

Pellet +0.5mL Tampaa IV + 5 uL coguetel de inibidor de protease

sressuspender

d

FRAGAO 4 (F4) - Extrato de proteinas do citoesqueleto

Quadro 3 - Etapas do KroteoExtract™ Subcellular Proteome Extraction

Para estimar a concentracdo protéica foi utilizadsistema colorimétrico de
Bradford.

As fracdes obtidas foram, entdo, submetidas aoébetise uni e bidimensional para
visualizacdo das proteinas. Além disso, a reatiddias proteinas foi testada com o Western
blot (WB).

3.1.4.1ELETROFORESE UNIDIMENSIONAL

Para a eletroforese unidimensional foi utilizadd @ poliacrilamida 10 % onde
foram aplicadas as amostras provenientes do fraiciento subcelular. A corrida foi realizada

a 200 V e o gel resultante foi corado com azul den@assie.
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3.1.4.2WESTERN BLOT

Para o WB foi utilizado gel de poliacrilamida 10dde também foram aplicadas as
amostras provenientes do fracionamento subcel@arproteinas foram transferidas para
membrana de nitrocelulose Hybond-C extra (AmersHal), que, apds a transferéncia, foi
dividida em 11 tiras para cada uma das quatro ésa¢fotalizando 44 tiras). As tiras foram
bloqueadas por 16 h (ON) com PBS Tween 20 0,05B& Tl e leite desnatado 5 % e ao fim
deste periodo foram lavadas 3x por 3 minutos corS8TPB temperatura ambiente. Apos,
foram incubadas por 1 h em agitacdo a temperatanbdeate seguida de 1 h a 3Z com o
anticorpo primario diluido 1/200 em PBST e leitsrmtado 5 %. Em seguida as tiras foram
lavadas 3x por 3 minutos com PBST a temperaturaemtebe foi adicionado o anticorpo
secundario anti-lgG humano conjugado a peroxidaggn@, EUA) diluido 1/2000 em PBST
e leite desnatado 5 %, incubados por 1 h em agita¢@mperatura ambiente seguido de 1 h a
37 °C. Apds trés novas lavagens as tiras foram reveladm DAB (3,3-Diaminobenzidina
tetrahidrocloridro — Sigma, EUA).

Como anticorpo primario foi utilizado um soro caér negativo (CN), cinco soros

como controle positivo (CP) e cinco soros como rmatde especificidade (CE).

3.1.4.3ELETROFORESE BIDIMENSIONAL

Fitas de 7 cm com gradiente de pH 3-10 imobilizedtam reidratadas ON, com as
amostras provenientes do fracionamento subceN&primeira dimenséo as proteinas foram
separadas por ponto isoelétrico, aplicando-se @irgegorogramacéao: 50 V- 2 mA- 5 W por
30 min; 200 V- 2 mA- 5 W por 1 min; 3500 V- 2 mAVS por 1 h30 min e 3500 V- 2 mA- 5
W por 1 h. Para a segunda dimenséo as fitas foranbadas com tampao de equilibrio/DTT
por 15 minutos e depois com tampéao de equilibdatetamida por mais 15 minutos. Nesta
etapa foi utilizado gel de poliacrilamida 12 % segparacao ocorreu pelo peso molecular. A
corrida foi realizada em 200 V. Os géis resultadeeseparacao bidimensional foram corados
com azul de Coomassie para visualizacdo das pastein

3.1.5 Fracionamento por ponto isoelétrico

Para realizar o fracionamento por ponto isoelétriebutilizado o sistem@ OOM®
IEF Fractionator (Invitrogen, EUA). O sistema foi montado utilizands filtros de pH 3,0;
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4,6; 5,4; 6,2; 7,0 e 10,0 conforme a figura 5. Arida foi realizada nas seguintes condicdes:
20 min a 100 V, 1 h 20 min a 200 V e 1 h 20 min0@ &. A solucdo de antigenos foi
preparada conforme as instru¢des do fabricantearido 2,9 mL de 1,1 x IEF Denaturant
Buffer, 35uL DTT 2 M, 35uL Focusing Buffer pH 3-7, 3nL Focusing Buffer pH 7-12,
tracos de azul de bromofenol e 500 da F2 (3,99 mg/mL) proveniente da extracdo de
antigenos. Foram aplicados 6B desta solucdo de antigenos em cada compartimaato.
final da corrida as amostras foram recolhidas mamrste de cada compartimento e
armazenadas individualmente em cada microtuboifaeatos como segue: pH 3,0-4,6; pH
4,6-5,4; pH 5,4-6,2; pH 6,2-7 e pH 7-10.

Using ZOOM™ IEF Fractionators

Acrylamide/immobiline partitions

ml L1

Yy u A48 54 B2 oo _owmn

—I = = = e ——
= " L s = t‘; =] 1~ 5' ! :-‘ _ﬁ
(+) . | . )
i . i i ' E ' i T / L T
Spacer | Spacer |
Electrode Terminal Separation chambers Terminal Electrode
chamber chamber chamber chamber

Figura 5 - Esquema da montagenZ @®M® |IEF Fractionator.
Fonte: Manual do equipamento.

3.1.5.1ELETROFORESE UNIDIMENSIONAL BAVESTERN BLOT

Para a eletroforese unidimensional foi utilizadd @ poliacrilamida 10 % onde
foram aplicadas as amostras provenientes do frawiento por pl. As proteinas foram
transferidas para membrana de nitrocelulose Hylibeatra (Amersham, UK) e divididas em
15 tiras para cada uma das cinco fracbes de pHligado 75 tiras). Como anticorpo
primario foram utilizados trés soros para contmégativo (CN), seis soros como controle
positivo (CP) e seis soros como controle de edpetatie (CE). O procedimento foi realizado
conforme descrito em 3.1.4.2.

Com as distancias de migracado das proteinas doadwrae peso molecular foi

construida uma curva padrao para estimar os PMataponentes identificados.
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3.1.5.2ELETROFORESE BIDIMENSIONAL BNVESTERN BLOT

Fitas de 7 cm com gradiente de pH 3-10 imobilizEstam reidratadas ON, com as
amostras provenientes do fracionamento por pl. @qalimento foi realizado conforme
descrito em 3.1.4.3. As proteinas foram transferira membrana de nitrocelulose Hybond-
C extra (Amersham) para realizagédo do WB, quedsedvolvido como descrito em 3.1.4.2.

Como anticorpo priméario, utilizamopool de soros de seis individuos com
diagndstico confirmado de angiostrongiliase abdah{iGP),pool de soros de trés individuos

negativos para este parasito (CNJoel de soros de 6 individuos com outras parasitoses (C

3.2RESULTADOS

A utilizacdo de antigeno bruto para o diagndstias dngiostrongiliases resulta em
sistemas para deteccéo de anticorpos com pouceifesgade. Com base neste problema, o
presente trabalho teve por objetivo a busca dgemds especificos para o diagndstico desta
parasitose. Para isso foram utilizadas técnicasag@namento dos extratos brutos a fim de

reduzir sua complexidade facilitando, com issmaise dos resultados.

O primeiro fracionamento realizado foi anatdmiceparando-se a fémea de
cantonensiem trés partes: tubos reprodutores (TR), tubostliige (TD) e cuticula (C). Um
estudo realizado por Bendefral (2003) evidenciou que o TR e a superficie dos aveiros
sdo as partes do verme Aecostaricensigjue apresentam maior reatividade ao empregar o
método de imunofluorescéncia indireta. Por ess@otaz TR foi 0 6rgdo de escolha no nosso
trabalho.

Apoés o fracionamento anatbmico, realizamos a crognafia de imunoafinidade
com o kitProtein A HP Spin Trapadicionando gool de cinco soros humanos de pacientes
com diagnadstico confirmado para a angiostrongilédsiominal. A esse complexo de proteina
Al/anticorpo adicionamos o0s antigenos de TR a finguke apenas as proteinas reconhecidas
pelos anticorpos dos pacientes ficassem retidasamaatografia. Segundo as orientacdes do
fabricante, ao final do procedimento apenas asepras seriam eluidas e o anticorpo
permaneceria ligado a matriz de proteina A. Porgia,foram obtidos resultados satisfatérios

com a cromatografia de imunoafinidade (Figura 6).
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Figura 6 - Resultado da purificacdo com anticorptilizando kit Protein A HP Spin Trapl:
antigeno de TR. 2 a 5: amostras eluidas. 6: am@stratada conp-mercaptoetanol. Gel de
poliacrilamida 10%. Coloracao realizada com azuCdemassie.

Como as dificuldades encontradas na cromatogradiaincdunoafinidade foram
muitas, foram testadas outras formas de fracionemélessa nova etapa o antigeno de TR
foi submetido ao fracionamento subcelular (comtdPkoteoExtract™ Subcellular Proteome
Extraction resultando em quatro frac6es: fracdo de protedisasitosol (F1), fracdo com
proteinas de membrana (F2), fragdo de proteinasudeo (F3) e fracdo de proteinas de

citoesqueleto (F4) (Figura 7 e 8).

Figura 7 - Resultado do fracionamento subcelutaF11(proteinas de citosol). 2: F2 (proteinas de
membrana celular). 3: F3 (proteinas do nucleo)F4: (proteinas de citoesqueleto). Gel de
poliacrilamida 10% corado com azul de Coomassie.
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Figura 8 - Eletroforese bidimensional das frac@gsslulares. A: F1 (proteinas de citosol), B: F2
(proteinas de membrana celular), C: F3 (proteinasidleo), D: F4 (proteinas de citoesqueleto).
Gel de poliacrilamida 10% corado com azul de Coaieas

T

B 2

sl LR AL B S

Figura 9 - Western blot das fragGes subcelulare$ragdo 1, B: fracdo 2, C: fracdo 3 e D: fragéo
4.1 — controle negativo, 2 a 6 — controle de dfipelade, 7 a 11 — controle positivo.
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O teste de reconhecimento de componentes das $ragid@vés do método de
imunoeletrotransferéncia mostrou que todas as dsaepresentaram reatividade tanto para o
CN quanto para os CE e CP, sendo que a reatividadeintensa ocorre com os CP. A F2 foi

a que apresentou menor reatividade aos CE (Figura 9

Os resultados obtidos delinearam a utilizacdo dg&2 as etapas seguintes de
fracionamento, ja que esta reagiu fortemente co@Poe foi a que apresentou menor
reatividade frente ao CE A partir disso, a F2 fabreetida a focalizacdo isoelétrica para
fracionamento em faixas de pH (conz®OM® IEF Fractionato, resultando em 5 fracdes:
pH3,0a4,6;pH4,6a5,4; pH 5,4 a6,2; pH 6720ee pH 7,0 a 10 (Figura 10).

gt s

Figura 10 - Resultado do fracionamento por pordelérico. 1: Fracdo de pH 3,0 a 4,6. 2: fracéo
de pH 4,6 a 5,4, 3: fracdo de pH 5,4 a 6,2, 4&fvade pH 6,2 a 7,0, 5: fracdo de pH 7,0 a 10,0.
Gel de poliacrilamida 10% corado pela prata.

Apés a visualizagdo das fragcdes em gel de poleaniila 10% corado pela prata, as
proteinas foram transferidas para membrana deceltiose para a realizacdo do WB. Essas
fracbes foram testadas individualmente com os somdroles e o resultado pode ser

visualizado na figura 11.
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Figura 11 - Western blot das fracbes de pH testadassoros humanos individualmente. A: pH
30a4,6.B:pH46a54. C:pH54a6,2. D:fRa 7,0. E: pH 7,0 a 10,0. Fitas 1 a 3: controle
negativo. Fita 4 a 9: controle positivo. Fita 105 controle de especificidade.

Tabela 2 — Componentes revelados por WB apds fraciento por ponto isoelétrico.

PM CN CP CE pH
(kDa) 1 2 3|4 5 6 7 10 11 12 13 14 15

30 X X X 5,2-6,4 (C)
37 X X 6,2-7,0 (D)
48 X 5,2-6,4 (C)
50 X X X X 7,0-10,0 (E)
52 X 7,0-10,0 (E)
52 X 5,2-6,4 (C)
56 X 6,2-7,0 (D)
59 X X X 5,2-6,4 (C)
62 X 5,2-6,4 (C)
67 X X X X 6,2-7,0 (D)
68 X X X X 3,0-4,6 (A)
69 X X X X X 7,0-10,0 (E)
72 X 6,2-7,0 (D)
79 X 6,2-7,0 (D)
85 X X 5,2-6,4 (C)
86 X X 6,2-7,0 (D)
87 X X X X 7,0-10,0 (E)
88 X X X X 3,0-4,6 (A)
91 X X X 7,0-10,0 (E)
105 X X X 7,0-10,0 (E)
126 X X 7,0-10,0 (E)
150 X X X X 4,6-5,2 (B)
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Através da construcdo de uma curva padrao foranmassts os PM dos
componentes revelados, variando de 30 a 150 kD&e(@a2). Um componente de
aproximadamente 69 kDa foi revelado pelos CP nrabém por um CE. Duas bandas, com
52 e 79 kDa, foram reveladas apenas por CE. Sacd@stos componentes de 68 e 88 kDa,
revelados por todos os CP e apenas por eles.

Finalmente, na tentativa de identificar proteinggeeificas para o diagnostico das
angiostrongiliases, as fragfes de pH foram subasetd®DE seguida de WB (figura 12). Este
resultado deve ser aperfeicoado, pois, através, el possivel eleger as proteinas

reconhecidas especificamente pelo soro de pacieriéesados com este nematddeo.
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Figura 12 - Western blot da eletroforese bidimaemsiaitilizando as fracées de pH. Fitas de pH 3,0-10
reidratadas com a F2 (F2) e as fragdes de pH 8,04, pH 4,6-5,4 (B); pH 5,4-6,2 (C); pH 6,2 a 7,0

(D) e pH 7,0 a 10,0 (E). CP: controle positivo, €&ntrole de especificidade, CN: controle negativo.
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4 DISCUSSAO

O desenvolvimento de técnicas moleculares paragndstico das angiostrongiliases
€ de grande importancia, pois ndo sdo encontraaaasl nem ovos nas fezes do homem
infectado por esses parasitos. Além disso, os ragtdd imunodiagnostico disponiveis, em
geral empregando antigenos brutos, precisam sema@pdos para melhorar seus
desempenhos. Como em qualquer outra infeccao, & gaaa o diagnostico especifico € o
uso de antigenos apropriados. Com antigeno brutapenas parcialmente purificado de
vermes adultos, um consideravel nimero de reagdgs-fositivas com outras parasitoses

pode ocorrer (Eamsobhana & Yong, 2009).

A producdo de antigenos d&. costaricensise A. cantonensissO € possivel
atualmente com a manutencdo de seu ciclo em |dbiorag com todas as dificuldades de
manutencdo dos hospedeiros vivos e a pressaoquilgdo do uso de animais. A estratégia
de utilizar antigenos heterdlogos se justifica peéaor facilidade de obtencdo de vermes e
larvas deA. cantonensisA padronizacdo obtida contribui para o atendimelst demanda de
exames soroldgicos para angiostrongiliases nod#iriw, garantindo a aplicabilidade destes
resultados iniciais, na investigacdo e manejo dasieptes. Isto permitiu também a
investigacdo dos primeiros casos autoctones destngigiliase cerebral pér. cantonensis

no pais em Espirito Santo e em Pernambuco (Caletestla 2007; Limaet al, 2009).

A complexidade de antigenos brutos dificulta aalizacdo de proteinas especificas,
pois as proteinas mais abundantes podem facilmeagearar as proteinas de interesse. Além
disso, a delecéo de certas proteinas na tentaivacditar a visualizacdo de proteinas pouco
abundantes pode acabar resultando em perda dedsesigis biomarcadores (Silberring &
Ciborowski, 2010). Com o auxilio de técnicas deci)mamento podemos separar essa
solucdo complexa de antigenos permitindo a melmsuralizacdo das proteinas. Com base

nisso seguiu-se com outras formas de fracionanterg@xtratos.

Estudos anteriores com modelos animais apontangd@odeprodutor e a superficie
dos ovos inteiros déngiostrongylus costaricensisomo as fragdes mais imunogénicas
(Benderet al, 2003) e associam 0 aumento na resposta humonal ac maturidade dos
vermes e inicio da oviposicdo pelas fémeas (Geatyaal, 1999; Abrahams-Sandit al,
2004). Por esta razéo, o fracionamento anatémica foedida inicial adotada pelo presente

trabalho, com o uso do TR, a fim de diminuir a ctexidade da fonte de antigenos.

O uso da cromatografia de imunoafinidade n&o apteseo resultado esperado de

sensibilidade a antigenos dagiostrongylus Segundo as orientacbes do fabricante, as
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proteinas seriam eluidas enquanto os anticorpomameceriam ligados a coluna de
imunoafinidade. Porém, com a visualizacdo do radaltem gel de poliacrilamida foram
reveladas duas bandas de proteinas (figura 6yefs@ntemente as massas moleculares das
duas bandas correspondem a da cadeia leve e msadanoglobulinas, sugerindo que as
imunoglobulinas que deveriam permanecer ligadabamsasendo eluidas na fase final da
cromatografia. Outro problema é que os pacientdsmder entrado em contato com diversos
agentes infecciosos ou alergenos, especialmenteoatos helmintos, e é possivel que essas
imunoglobulinas ndo especificas paacostaricensisenham se ligado a matriz de proteina
A. Isso pode ter dificultado a ligacdo de anticarghirecionados adngiostrongyluse
prejudicado a purificagcdo das proteinas de intereg3stra limitacdo € decorrente da grande
quantidade e diversidade de anticorpos presentas®nmaopoliclonal, com a possibilidade de
retencdo de antigenos em baixa concentracdo, elmette sequer visualizados no eluido.
Este efeito de diluicdo também pode ocorrer quasdatilizapool de soros, onde a grande
variabilidade de reatividade existente entre a%reliites amostras pode dificultar a
identificacdo dos anticorpos relevantes para o odiagnostico. A utilizacdo de anticorpos
monoclonais podera ser uma solugéo para este prabteetodologico. Além disso, o volume
reduzido de amostra utilizado na técnica tambéne pedsido um fator limitante.

O fracionamento subcelular foi testado apoOs os lteekas insatisfatorios da
cromatografia de imunoafinidade. Apesar de todasagdes subcelulares terem apresentado
reatividade para o CN, CE e CP, observou-se mai@nsidade no reconhecimento das
fracbes com CP. A reacdo inespecifica observad@Nm CE por parte de todas as fracoes,
provavelmente ocorreu devido ao niumero de protegiaasamostras ainda ser elevado. A F2
foi selecionada para o seguimento da pesquisagparosistituida de proteinas de membrana,
e assim poderia entrar em contato mais facilmenite as moléculas do sistema imune do
hospedeiro apresentando um maior potencial no d#igo das angiostrongiliases.
Efetivamente esta fracdo apresentou menor reatigidzos testes de CE, sugerindo o

potencial uso desta fracdo nos testes de deteagdoemca.

A F2 foi entdo separada de acordo com intervalopatgo isoelétrico. Devido a
variacdo biolégica do hospedeiro as fracdes forestatlas individualmente com o0s soros
controles e ndo mais copool de soros, corrigindo o conjunto de problemas eueaco uso
de soros controles como foi discutido acima. Ta@tagacdes apresentaram padréao similar de
reconhecimento de CP e nao foram reconhecidas @ CE, embora tenha sido observada

uma marcacgao inespecifica nas tiras da amostral2{Egura 11).
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Através da construcdo de curva padrdo para a fidego de PM, duas bandas
chamam a atencédo na fracdo de pH 3,0-4,6, aproammaate 68 e 88 kDa. Estas foram
reconhecidas por todos os CP e nédo pelos CN e @&/ 4isso, até 0 momento, ndo foram
citadas em nenhuma publicacéo, o que pode ser hadadastante interessante e seu estudo
deve ser aprofundado.

Na 2DE foram observados alguspgotscom reconhecimento especifico pelos soros
de pacientes com angiostrongiliase abdominal e pmfiooutros soros controles. Atraves
desses resultados serd possivel eleger algumasina®tcomo possiveis alvos para o
diagnostico das doencas. Também serd possivekzaeadinalises de caracterizacdo e
sequenciamento peptidico através de ferramentassplectrometria de massas a fim de

produzir recombinantes em grande escala.

A possibilidade de clonar as proteinas de interpase produgdo em grande escala,
podera constituir fonte permanente de antigenos remucdo do volume de trabalho e do
emprego de animais no laboratorio, aléem de gara#iudos detalhados e repetidos de

validacdo de sistemas diagnosticos.

Antes da clonagem, muitos estudos ainda precisanfeses, com exploracéo de
diferentes alternativas de fracionamentos e pagbes. Posteriormente, a identificacdo das
proteinas ou a competente expressao de recomisnaode demandar grande esfor¢co ainda.
A experiéncia com este trabalho denuncia a ingadgdle considerar a analise protedmica
como panacéia para a identificacdo de alvos UR@mu demonstrada a necessidade de
sucessivos fracionamentos na busca da melhor cagémnde etapas, capaz de demonstrar
proteinas reconhecidas por anticorpos, que coastitsistemas com melhor desempenho

diagndstico.
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5 CONCLUSOES

Com este trabalho conseguimos padronizar a utilzde antigeno heterélogo para o

diagndstico das angiostrongiliases.

A complexidade dos antigenos brutos é um problem@ @ visualizacdo de
proteinas possivelmente importantes para o diagoddas angiostrongiliases. Embora o uso
da cromatografia de imunoafinidade com soro pati@lando tenha apresentado resultados

satisfatorios, o uso de multiplos fracionamentosalestrou bons resultados.

A partir de sucessivos fracionamentos, iniciand® geacionamento anatdmico,
seguido de fracionamento subcelular e finalizarmo a separacéo por ponto isoelétrico, foi

possivel reduzir a complexidade dos extratos pogé identificar antigenos uteis.

As proteinas de 68 e 88 kDa, que apresentam pk &nir e 4,6, parecem ser
promissoras para o diagnostico das angiostrongdiagsievem ser melhor estudadas.
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