UNIVERSIDADE SANTO AMARO
CURSO DE MEDICINA

Declaragao de entrega do Trabalho de Conclusao de

Curso

Declaro que o trabalho intitulado DETECCAO DE ANTICORPOS IGG
ANTI-STRONGYLOIDES UTILIZANDO ANTIGENO HETEROLOGO EM
PACIENTES COM ARTRITE REUMATOIDE realizado pelo(s) aluno(s) Johnny

Melo Ferreira da Silva e Thais Oliveira da Silva esta apto para entrega,

apresentacao e avaliacdo das bancas nomeadas.

Prof. Dr. Marcelo Andreetta Corral

Assinatura do Orientador do Trabalho



UNIVERSIDADE SANTO AMARO
CURSO DE MEDICINA

Johnny Melo Ferreira da Silva

Thais Oliveira da Silva

DETECGAO DE ANTICORPOS IGG ANTI-STRONGYLOIDES
UTILIZANDO ANTIGENO HETEROLOGO EM PACIENTES
COM ARTRITE REUMATOIDE

Sao Paulo
2024



Johnny Melo Ferreira da Silva

Thais Oliveira da Silva

DETECGAO DE ANTICORPOS IGG ANTI-STRONGYLOIDES
UTILIZANDO ANTIGENO HETEROLOGO EM PACIENTES
COM ARTRITE REUMATOIDE

Trabalho de Conclusdo de Curso
apresentado ao Curso de Medicina da
Universidade Santo Amaro — UNISA,
como requisito parcial para obtencéo
do titulo Bacharel em Medicina.

Orientador: Prof. Dr. Marcelo Andreetta
Corral

Sao Paulo
2024



S58d

Silva, Johnny Melo Ferreira da.

Deteccao de anticorpos IgG anti-Strongyloides utilizando antigeno
heterélogo em pacientes com artrite reumatoide / Johnny Melo Ferreira
da Silva, Thais Oliveira da Silva. — Sao Paulo, 2024.

24 p. :il., color.
Orientador: Marcelo Andreetta Corral.

TCC Graduagao. (Curso Superior em Medicina) - Universidade
Santo Amaro, 2024.
Bibliografia incluida.

1. Sorologia. 2. Strongyloides. 3. Artrite reumatoide. . Silva, Thais

Oliveira da. Il. Corral, Marcelo Andreetta, orient. Ill. Universidade Santo
Amaro. IV. Titulo.

CDD 616.96

Elaborada pela Bibliotecaria: Janice Toledo dos Santos CRB8/8391




Johnny Melo Ferreira da Silva

Thais Oliveira da Silva

DETECGAO DE ANTICORPOS IGG ANTI-STRONGYLOIDES
UTILIZANDO ANTIGENO HETEROLOGO EM PACIENTES
COM ARTRITE REUMATOIDE

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado ao Curso de Medicina da
Universidade Santo Amaro — UNISA, como requisito parcial para obtencdo do
titulo Bacharel em Medicina.

Orientador: Prof. Dr. Marcelo Andreetta Corral

Sao Paulo, 22 de Novembro de 2024

Banca Examinadora

Prof. Dr. Marcelo Andreetta Corral

Orientador

Profa. Dra. Renata Tonhosolo

Avaliadora

Prof. Dr. Jorge Figueiredo Senise

Avaliador

Conceito Final




Johnny Melo Ferreira da Silva, Thais Oliveira da Silva, Samuel Nascimento dos
Santos, Jonas Moraes Filho, Marina Tiemi Shio, Luiz Henrique da Silva Nali,
Ronaldo Cesar Borges Gryschek, Fabiana Martins de Paula, Marcelo Andreetta
Corral. Detecgdo de anticorpos IgG anti-Strongyloides utilizando antigeno
heterologo em pacientes com artrite reumatoide. [Trabalho de Conclusao de
Curso]. Sao Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade Santo Amaro, 2024.

INTRODUGAO: Strongyloides stercoralis é o nematddeo intestinal causador da
estrongiloidiase, geralmente assintomatica em hospedeiros imunocompetentes.
No entanto, pacientes imunossuprimidos, especialmente aqueles em
corticoterapia, podem evoluir para sindrome de hiperinfeccdo ou doencga
disseminada. O S. stercoralis tem distribuicdo mundial, afetando até 600
milhdes de pessoas e apresenta penetracido cutanea, além de possuir um ciclo
de vida complexo. Pacientes em terapia com corticosteroides para artrite
reumatoide estdo em risco de complicagbes da estrongiloidiase. O diagndéstico
€ desafiador devido a eliminacao intermitente de parasitas nas fezes, exigindo,
assim, o uso de técnicas sorolégicas como o teste ELISA IgG com antigenos
larvais que é altamente sensivel e especifico. O objetivo deste estudo foi
conduzir o imunodiagndstico da estrongiloidiase por meio da utilizagdo de
antigenos heterdlogos no soro de pacientes previamente diagnosticados com
artrite reumatoide. METODOLOGIA: Trata-se de um estudo retrospectivo
utilizando amostras de soro previamente coletadas. Foi realizado um inquérito
sorologico em 30 pacientes com diagndstico prévio de artrite reumatoide. Os
antigenos para a sorologia de estrongiloidiase foram obtidos a partir de larvas
de Strongyloides venezuelensis. O ELISA foi conduzido para determinar a
presenca de anticorpos e os valores de absorbancia foram analisados
estatisticamente. RESULTADOS E DISCUSSAO: O ponto de corte do ELISA
para o antigeno STL (soluvel) foi 0,256 e do MTL (membrana) foi 0,31. Diante
deste cenario de validagado prévia a partir de estudos de determinagdo da
acuracia chegou-se a 36,7% (11 pacientes) de positividade utilizando o
antigeno STL e 26,7% (8 pacientes) no MTL. CONCLUSAO: Este estudo
reforca a necessidade de realizagao de testes sorolégicos em pacientes que
serdo encaminhados para corticoterapia.

Palavras-chave: Strongyloides. Artrite reumatoide. Sorologia.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Strongyloides stercoralis is the intestinal nematode
responsible for strongyloidiasis, which is typically asymptomatic in
immunocompetent hosts. However, immunosuppressed patients, particularly
those undergoing corticosteroid therapy, may progress to hyperinfection
syndrome or disseminated disease. S. stercoralis has a global distribution,
affecting up to 600 million people, and is characterized by its ability to penetrate
the skin and its complex life cycle. Patients receiving corticosteroid therapy for
rheumatoid arthritis are at risk for complications associated with
strongyloidiasis. Diagnosis is challenging due to the intermittent shedding of
parasites in the feces, necessitating the use of serological techniques such as
the ELISA 1IgG test with larval antigens, which is highly sensitive and specific.
The aim of this study was to conduct the immunodiagnosis of strongyloidiasis
using heterologous antigens in the serum of patients with a prior diagnosis of
rheumatoid arthritis. METHODOLOGY: This is a retrospective study using
previously collected serum samples. A serological survey was conducted in 30
patients with a previous diagnosis of rheumatoid arthritis. The antigens for the
serology of strongyloidiasis were obtained from larvae of Strongyloides
venezuelensis. The ELISA was performed to determine the presence of
antibodies and the absorbance values were statistically analyzed. RESULTS
AND DISCUSSION: The cutoff point for the ELISA using the STL (soluble)
antigen was 0.256 and for the MTL (membrane) antigen it was 0.31. Based on
this preliminary validation from accuracy determination studies, a positivity rate
of 36.7% (11 patients) was achieved using the STL antigen and 26.7% (8
patients) with the MTL antigen. CONCLUSION: This study underscores the
necessity of conducting serological tests in patients who will be referred for
corticosteroid therapy.

Keywords: Strongyloides. Rheumatoid arthritis. Serology.
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DETECGAO DE ANTICORPOS IGG ANTI-STRONGYLOIDES UTILIZANDO
ANTIGENO HETEROLOGO EM PACIENTES COM ARTRITE REUMATOIDE

DETECTION OF IGG ANTIBODIES AGAINST STRONGYLOIDES USING
HETEROLOGOUS ANTIGEN IN PATIENTS WITH RHEUMATOID ARTHRITIS

DA SILVA, Johnny Melo Ferreira’
DA SILVA, Thais Oliveira?
CORRAL, Marcelo Andreetta Corral®

RESUMO

INTRODUGAO: Strongyloides stercoralis ¢ o nematddeo intestinal causador da
estrongiloidiase, geralmente assintomatica em hospedeiros imunocompetentes.
No entanto, pacientes imunossuprimidos, especialmente aqueles em
corticoterapia, podem evoluir para sindrome de hiperinfeccdo ou doenca
disseminada. O S. stercoralis tem distribuicdo mundial, afetando até 600
milhdes de pessoas, e apresenta penetragao cutanea, além de possuir um ciclo
de vida complexo. Pacientes em terapia com corticosteroides para artrite
reumatoide estdo em risco de complicagcdes da estrongiloidiase. O diagndstico
€ desafiador devido a eliminacéo intermitente de parasitas nas fezes, exigindo,
assim, o uso de técnicas sorolégicas como o teste ELISA IgG com antigenos
larvais que é altamente sensivel e especifico. O objetivo deste estudo foi
conduzir o imunodiagnostico da estrongiloidiase por meio da utilizagdo de
antigenos heterélogos no soro de pacientes previamente diagnosticados com
artrite reumatoide. METODOLOGIA: Trata-se de um estudo retrospectivo
utilizando amostras de soro previamente coletadas. Foi realizado um inquérito
sorologico em 30 pacientes com diagnéstico prévio de artrite reumatoide. Os
antigenos para a sorologia de estrongiloidiase foram obtidos a partir de larvas
de Strongyloides venezuelensis. O ELISA foi conduzido para determinar a
presenca de anticorpos e os valores de absorbancia foram analisados
estatisticamente. RESULTADOS E DISCUSSAO: O ponto de corte do ELISA
para o antigeno STL (soluvel) foi 0,256 e do MTL (membrana) foi 0,31. Diante
deste cenario de validagdo prévia a partir de estudos de determinagdo da
acuracia chegou-se a 36,7% (11 pacientes) de positividade utilizando o
antigeno STL e 26,7% (8 pacientes) no MTL. CONCLUSAO: Este estudo
reforca a necessidade de realizagdo de testes soroldgicos em pacientes que
serdao encaminhados para corticoterapia.

Palavras-chave: Strongyloides. Artrite reumatoide. Sorologia.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Strongyloides stercoralis is the intestinal nematode
responsible for strongyloidiasis, which is typically asymptomatic in
immunocompetent hosts. However, immunosuppressed patients, particularly
those undergoing corticosteroid therapy, may progress to hyperinfection
syndrome or disseminated disease. S. stercoralis has a global distribution,
affecting up to 600 million people, and is characterized by its ability to penetrate
the skin and its complex life cycle. Patients receiving corticosteroid therapy for
rheumatoid arthritis are at risk for complications associated with
strongyloidiasis. Diagnosis is challenging due to the intermittent shedding of
parasites in the feces, necessitating the use of serological techniques such as
the ELISA IgG test with larval antigens, which is highly sensitive and specific.
The aim of this study was to conduct the immunodiagnosis of strongyloidiasis
using heterologous antigens in the serum of patients with a prior diagnosis of
rheumatoid arthritis. METHODOLOGY: This is a retrospective study using
previously collected serum samples. A serological survey was conducted in 30
patients with a previous diagnosis of rheumatoid arthritis. The antigens for the
serology of strongyloidiasis were obtained from larvae of Strongyloides
venezuelensis. The ELISA was performed to determine the presence of
antibodies and the absorbance values were statistically analyzed. RESULTS
AND DISCUSSION: The cutoff point for the ELISA using the STL (soluble)
antigen was 0.256 and for the MTL (membrane) antigen it was 0.31. Based on
this preliminary validation from accuracy determination studies, a positivity rate
of 36.7% (11 patients) was achieved using the STL antigen and 26.7% (8
patients) with the MTL antigen. CONCLUSION: This study underscores the
necessity of conducting serological tests in patients who will be referred for
corticosteroid therapy.

Keywords: Strongyloides. Rheumatoid arthritis. Serology.
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1 INTRODUGAO

Strongyloides stercoralis € o0 nematdédeo intestinal causador da
estrongiloidiase, helmintiase responsavel por infecgbes cronicas, geralmente
assintomaticas, do trato gastrointestinal em hospedeiros humanos
imunocompetentes. Em pacientes imunocomprometidos por terapia
imunossupressora (particularmente corticosteroides) esta infec¢gdo pode evoluir
para uma sindrome de hiperinfecgdo ou doenga disseminada.’? O S. stercoralis
apresenta distribuicdo mundial afetando até 600 milhdes de pessoas, sendo
prevalente sobretudo em regides tropicais e subtropicais.?*

Este parasita infecta 0 homem através da penetracao cutdnea e tem um
ciclo de vida complexo que envolve 2 estagios de desenvolvimento: uma fase
de vida livre, que ocorre no meio ambiente, e uma etapa como parasita, dentro
do hospedeiro. A fémea partenogenética de S. stercoralis pde poucos ovos que
se depositam no epitélio intestinal e, consequentemente, as larvas rabditoides
sdo excretadas nas fezes dos pacientes. Por um processo de auto infecgao
pode haver um rapido aumento no numero de larvas infectantes. O fato de que
as formas de vida livre do parasita no solo dependem de condigdes ambientais
favoraveis, como umidade e alta temperatura, torna as condigdes em muitas
regides do Brasil ideais para o seu desenvolvimento e manutengéo."

Dentre os grupos de pacientes em corticoterapia estdo os que tratam
artrite reumatoide (AR), doenca sistémica inflamatéria e autoimune,
caracterizada por comprometimento da membrana sinovial preferencialmente
em articulagbes periféricas.* Com prevaléncia variando de 0,4% a 1,3% da
populagao, 3:1 para o sexo feminino, idade (pico de incidéncia na sexta década
de vida) e estudo coletivo de pacientes (a frequéncia aumenta de sul para norte
e € maior nas areas urbanas do que nas rurais), a AR € uma das doencgas
inflamatodrias crénicas mais prevalentes.>®

Clinicamente, os sintomas diferem significativamente entre o estagio
inicial e os estagios posteriores da doencga insuficientemente tratados. A AR em
estagio inicial é caracterizada por sintomas como fadiga, sensagdo semelhante
a gripe, articulagdes inchadas e sensiveis e rigidez matinal. Em contraste, a AR
insuficientemente tratada apresenta um quadro clinico complexo com a
ocorréncia de manifestacbes sistémicas graves com comprometimento

pulmonar, hematolégico e vascular, desalinhamento articular, perda da


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7226834/#B2-cells-09-00880
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amplitude de movimento, erosdo éssea, destruicdo da cartilagem e nodulos
reumaticos.®

Na AR, a destruicao tecidual autoimune se manifesta como sinovite, uma
inflamagéo da capsula articular constituida pela membrana sinovial, liquido
sinovial e os respectivos 0ssos. Essa inflamagao articular € iniciada e mantida
pela interagdo complexa entre células dendriticas, linfocitos T e B, macrofagos,
neutréfilos, fibroblastos e osteoclastos. A presenga de agregados de
imunoglobulina G (IgG) ou complexos de IgG-FR (fator reumatoide) ativa o
sistema complemento e desencadeia processos inflamatorios. Além disso, a
interacdo desses complexos imunes com os fagdcitos leva a liberagdo de
citocinas pré-inflamatérias, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
agravando ainda mais esse processo. Uma vez que os auto antigenos
especificos da AR nao podem ser completamente eliminados pelo sistema
imunoldgico, essa ativacao celular continua resulta em um estado inflamatorio
crénico da articulagdo e edema da membrana sinovial que é reconhecido pelos
pacientes acometidos como dor e inchaco articular.>’

A abordagem terapéutica da AR tem como objetivo alcangar a remisséo
da doenga e reduzir os efeitos colaterais. Os agentes farmacoldgicos utilizados
para preservar a fungéo articular sdo as drogas antirreumaticas modificadoras
da doenca (DMARDs). Além disso, o controle dos sintomas envolve o uso de
anti-inflamatérios nao esteroides (AINEs) e glicocorticoides (GCs) como terapia
adjuvante para reduzir a inflamagdo.®® O uso de GCs (prednisona e
prednisolona) em pacientes com AR em fase inicial associados a DMARDs
(metotrexato) por 12 a 24 meses traz beneficio clinico e radioldgico.*

Os glicocorticoides apresentam efeito inibitdrio na resposta imune
mediada por linfécitos T e B, assim como potente imunossupressao da funcéo
efetora dos mondcitos e neutrofilos. Alteragdes das respostas imunes
mediadas por células do tipo Th2 podem levar a quadros de hiperinfec¢ao e
disseminagdo da estrongiloidiase e a Sindrome de Hiperinfeccdo por
Strongyloides (SHS) tem sido descrita em pacientes que fazem uso continuo
de (glicocorticoide, independentemente da dose. Além do mecanismo
anteriormente descrito, ha também a elevagao da concentragdo de derivados
de glicocorticoides que por sua similaridade com a ecdisona (horménio que

regula a fecundidade das fémeas partenogenéticas e a transformagédo das
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larvas rabditoides em filarioides infectantes) levam a quadros de SHS.®

O diagnéstico definitivo da estrongiloidiase rotineiramente é feito
mediante a deteccdo de larvas nas fezes. Entretanto, devido a baixa
quantidade de parasitos e a sua eliminagao irregular nesse material o processo
torna-se dificil. Com isso, as técnicas sorologicas, imunoenzimaticas
principalmente, podem ser uma alternativa interessante para o diagnéstico da
estrongiloidiase e possuem grande utilidade tanto em situagdes
epidemiolégicas quanto clinicas.’®" Entre as diversas técnicas utilizadas no
imunodiagnostico da estrongiloidiase, o teste ELISA tem se mostrado superior
em relacédo a praticidade, seguranga e disponibilidade de reagentes, além de
alta sensibilidade e especificidade. O IgG-ELISA usando antigenos de larvas
filariformes de Strongyloides venezuelensis demonstrou 90-100% de
sensibilidade e 92,4-98,4% de especificidade.'*"

O Strongyloides stercoralis € um parasita que possui forma de vida livre
e depende de condigbes favoraveis de solo, umidade e temperatura para o seu
desenvolvimento. Com isso, paises de climas tropicais como o Brasil
apresentam prevaléncia de infecgdes. Apesar de a maioria dos infectados
serem assintomaticos, no caso dos pacientes em terapia imunossupressora
pode haver uma evolugdo para sindrome de hiperinfeccdo ou doencga
disseminada. Portanto, a triagem (coproldgica e/ou sorologica) adequada de
individuos potencialmente infectados antes do inicio do tratamento € essencial.
Costumeiramente o diagndstico da estrongiloidiase € realizado por meio da
deteccdo de larvas nas fezes, porém ha baixa quantidade de parasitas e
eliminagao irregular nesse material, o que torna o processo dificultoso. As
técnicas sorologicas, imunoenzimaticas principalmente, tém se destacado
como uma alternativa interessante e possuem grande utilidade na analise de
materiais coletados previamente.

Os pacientes em uso de farmacos imunossupressores para o tratamento
da artrite reumatoide tém sido descritos como um dos grupos de interesse para
estudo da evolugdo de estrongiloidiase crbnica para quadros graves. A
utilizacdo de antigenos heterdlogos pode aumentar a sensibilidade e a
especificidade do teste permitindo uma identificagdo mais precisa para o
manejo clinico. O diagndstico precoce da infecgao por S. stercoralis nesses

pacientes € essencial para um tratamento efetivo e esse estudo propde a
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aplicacdo de meétodos soroldgicos com essa finalidade. Portanto, o objetivo
deste estudo foi realizar o imunodiagnostico da estrongiloidiase através da
utilizagdo de antigenos heter6logos no soro de pacientes previamente

diagnosticados com artrite reumatoide.

2 METODOLOGIA
2.1 Desenho do estudo

Trata-se de um estudo retrospectivo a partir de amostras de soro
previamente coletadas, gentilmente cedidas pelo Dr. Luiz Nali da Universidade
Santo Amaro. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Santo Amaro (Parecer 6.523.777).

2.2 Amostragem
Foram realizadas as sorologias para 30 pacientes com diagndstico de

artrite reumatoide.

2.3 Critérios de inclusao
Para o grupo de pacientes de estudo foram incluidas amostras de

pacientes com diagndstico clinico de artrite reumatoide de 18 a 80 anos.

2.4 Sorologia para estrongiloidiase

2.4.1 Obtencgao dos antigenos brutos

Foram utilizados antigenos heterdlogos soluvel e de membrana de
Strongyloides venezuelensis, gentiimente cedidos pela Dra. Fabiana Martins de
Paula, pesquisadora cientifica VI do Laboratério de Investigacdo Médica
(LIM-06) do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade
de Sao Paulo.

Esses antigenos foram produzidos a partir de larvas filarioides de
Strongyloides venezuelensis que foram ressuspensas em tampao de
homogeneizagdo 10mM Tris-HCI pH 7.5, 1mM DTT, suplementado com
coquetel de inibidores de protease. Em seguida a solugédo de larvas passaram
por sonicacdo e posterior centrifugacdo a 124009/4°C por 30 minutos. O
sobrenadante deu origem ao antigeno soluvel (STL). O pellet produzido foi

ressuspenso em tampéo de reidratagéo (Ureia 7M, Tioureia 2M e CHAPS 2%),
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homogeneizado por 30 min/4°C e centrifugado a 124009/4°C por 30 minutos. O

sobrenadante deu origem a fracdo de membrana (MTL).

2.4.2 Caracterizagao dos antigenos

Uma aliquota da fragdo antigénica foi destinada a avaliacdo da
concentragdo proteica pela técnica desenvolvida por Lowry et al. ™ (1951).
Paralelamente, foi realizada eletroforese em gel de poliacrilamida em
condi¢coes desnaturantes (SDS-PAGE) para avaliagao do padrao de migragéao
eletroforética das bandas proteicas.

Para determinar o perfil de bandas, aproximadamente 20mg/mL por cm
de gel das fragdes antigénicas foram submetidos a eletroforese, de acordo com
Laemmli ' (1970). O gel de poliacrilamida de 12% foi preparado em suporte
vertical para mini-gel. As amostras foram ressuspensas em tampao de amostra
(125mM Tris-HCI pH 6,8, SDS 2%, Glicerol 20%, 50mM DTT, Azul de
Bromofenol 0,01%) e aquecidas a 100°C em banho-maria por cinco minutos.
Apos a adicdo do tampao de corrida (25mM Tris, 192mM Glicina, 3,5mM SDS)
foi realizada a eletroforese a 20mA/gel por aproximadamente duas horas. Foi
utilizado padrdo de massa molecular (10 a 260kDa - BioRad) para

determinagao das bandas proteicas relativas.

243 ELISA

A técnica de ELISA foi realizada de acordo com Corral et al. "' (2015),
sendo que as placas de poliestireno foram sensibilizadas por um periodo de 16
horas com 10mg/ml das diferentes fracbes antigénicas, em tampao
carbonato-bicarbonato 0,06M pH 9,6 a 4°C. Apds lavagem com PBS-T (tampéao
fosfato acrescido de Tween 20), foram adicionados os soros padrdes negativos
e positivos, bem como soros-testes diluidos em PBS-TM (PBS-T acrescido de
leite em pd). Apds 45 minutos a 37°C, nova lavagem com PBS-T. Em seguida,
foi adicionado o conjugado anti-lgG humano fragdo Fc marcado com
peroxidase em PBS-TM. Apos 45 minutos a 37°C, foi adicionado 100uL de
reagente cromogénico TMB (3,3', 5,5;-tetrametilbenzidino — Life Technologies,
Carlsbad, CA, Estados Unidos) na auséncia da luz por 6 minutos. A reacao foi
interrompida com H,SO, 2N. Os valores de absorbéancia foram determinados

em um leitor de ELISA no comprimento de onda de 450nm.


https://www.google.com.br/search?biw=1152&bih=763&q=carlsbad%2Bcalifornia&stick=H4sIAAAAAAAAAGOovnz8BQMDgwsHnxCXfq6-gUlVRUp8rhIHiF1kUp6npZWdbKWfX5SemJdZlViSmZ-HwrHKSE1MKSxNLCpJLSrWVFixcmJyFKMkn9zH7fzvj79bOC8JAP2RSVthAAAA&sa=X&ei=awUsVa29PLP9sATBjoGAAw&sqi=2&ved=0CIMBEJsTKAEwEQ
https://www.google.com.br/search?biw=1152&bih=763&q=california&stick=H4sIAAAAAAAAAGOovnz8BQMDgwsHnxCXfq6-gUlVRUp8rhIHiG2YZ16opZWdbKWfX5SemJdZlViSmZ-HwrHKSE1MKSxNLCpJLSo-9GuRaiSL_N-PXgdL-Hla7v5v3dwJAFQmsKhhAAAA&sa=X&ei=awUsVa29PLP9sATBjoGAAw&sqi=2&ved=0CIQBEJsTKAIwEQ
https://www.google.com.br/search?biw=1152&bih=763&q=estados%2Bunidos&stick=H4sIAAAAAAAAAGOovnz8BQMDgysHnxCXfq6-gUlVRUp8rhIniG2ZbF5uoKWVnWyln1-UnpiXWZVYkpmfh8KxykhNTCksTSwqSS0q7jPWEmb5n8d0U-rVidytkt43JfgNARQkEXhiAAAA&sa=X&ei=awUsVa29PLP9sATBjoGAAw&sqi=2&ved=0CIUBEJsTKAMwEQ
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2.4.4 Analise de dados

Os resultados dos pacientes foram expressos pelo indice ELISA, que
consiste na divisdo dos valores de densidade optica obtidos apds a leitura pelo
cut off da reagcdo. Sao considerados positivos 0s pacientes que apresentaram
indice ELISA superior a 1 (IE>1,0).

As analises estatisticas foram realizadas utilizando programa GraphPad
Prism 8.0 (Graph Pad Software Inc. San Diego, USA) e o intervalo de confianga

foi p<0,05 a partir do teste t de student pareado.

2.5 Normas de Biosseguranga
Os procedimentos laboratoriais estiveram em conformidade com as
normas de biossegurancga descritas por Mineo et al. ' (2005) e pela Sociedade

Brasileira de Patologia Clinica e Medicina Laboratorial '” (2013).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Analise do perfil eletroforético dos antigenos

ApoOs a obtengdo das fragbes antigénicas as concentragdes proteicas
foram 1,0mg/mL e 2,0mg/mL para as fracbes STL e MTL respectivamente. A
analise por SDS-PAGE 12% em condi¢gbes desnaturantes foi realizada para
observar o perfil das proteinas para cada fracdo antigénica. Observou-se
diversas bandas proteicas com massas moleculares variando de 180-12kDa
(Figura 1).

A andlise do perfil eletroforético das fragdes antigénicas revelou bandas
de massa molecular semelhantes, variando de 180 a 12kDa. Entretanto, ha
diferenca no perfil eletroforético entre a antigeno STL e o MTL. O antigeno STL
apresenta maior definicdo de bandas, destacando-se a de 75Kda, 42Kda e
30Kda. No antigeno de membrana é possivel observar maior intensidade de
marcacao do gel sobretudo nas proteinas de 35, 47, 67, 100 e 150KDa.
Gongalves et al. " (2012) determinaram bandas com valores inferiores
variando de 90 a 15kDa com o antigeno soltvel alcalino. Ja Feliciano et al.
(2010) detectaram bandas de 131 a 35kDa com o antigeno soluvel salino e de
95 a 55kDa com o antigeno soluvel alcalino. Poucos sdo os estudos que

exploram os antigenos de membrana na literatura nacional e internacional.
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Figura 1 - SDS-PAGE 1D 12% corado por Coomassie Blue indicando perfil
proteico das fragoes soluvel (STL) e de membrana (MTL) de larvas filarioides de
S. venezuelensis
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Fonte: Os autores

3.2 Caracterizagao da populagao de estudo

Foram selecionadas amostras de soro de 30 pacientes com diagndstico
de artrite reumatoide proveniente de estudos prévios realizados pelo
pesquisador Luiz Nali que gentilmente as cedeu para realizagao deste estudo.
Trata-se de uma coorte de 27 (90%) individuos do género feminino e 3 (10%)
do masculino com média de idade de 61,6 anos de idade. Os dados
encontrados neste estudo corroboram com os encontrados na literatura, uma
vez que a maior parte dos casos de artrite reumatoide acomete mulheres com
mais de 50 anos.>*®

Observou-se que 15 (50%) pacientes fazem uso de medicamentos
corticoides como a prednisona. Este fato esta relacionado ao carater
inflamatério causado pela doenca em que o principal tratamento € a indicacéo
de uso de antiinflamatorios. Paralelamente ao uso de corticoides relacionado

com a doenga de base, também observou-se que alguns dos pacientes
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apresentavam doengas associadas como a hipertensdo arterial sistémica
(33,3%), diabetes (6,7%) e enfisema, doenca de Chagas, depressédo e
hipotireoidismo (3,3% cada uma).

3.3 Deteccgao de anticorpos anti-Strongyloides

O ponto de corte do ELISA para o antigeno STL foi 0,256 e do MTL foi
0,31. Diante deste cenario de validacdo prévia a partir de estudos de
determinagdo da acuracia " chegou-se a 36,7% (11 pacientes) de positividade

utilizando o antigeno STL e 26,7% (8 pacientes) no MTL (Figura 2).

Figura 2 - Distribuicdo dos pacientes diagnosticados com artrite reumatoide na
sorologia para detecgao de anticorpos anti-Strongyloides (pacientes positivos
estao apresentados acima da linha pontilhada) utilizando antigeno STL

(representado pelas bolas azuis) e MTL (representado pelas bolas vermelhas)
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Fonte: Os autores

Houve correlagdo (Figura 3) estatisticamente significante entre a
utilizagéo dos antigenos STL e MTL (p=0,0003; r=0,5968; R?>=0,3561).

Ha uma diferenca entre o indice de positividade apresentado no ELISA
realizado com cada um dos antigenos. Este fato pode estar associado as
diferencas de proteinas expressas a partir dos tampdes de extracdo de

proteinas utilizados e vem sendo amplamente discutido na literatura atualmente
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a partir dos debates envolvendo questdes imunoprotedmicas 3202

Figura 3 - Correlagio (de Pearson) entre os valores de indice ELISA dos
antigenos STL e MTL

Fonte: Os autores

A porcentagem de positividade corrobora aos dados presentes na
literatura no que tange a populagdo imunodeprimida ou portadores de doengas

cronicas.

3.4 Andlise dos pacientes positivos no antigeno STL

Houve diferenga estatisticamente significativa (p<0,0001) entre o IE dos
pacientes classificados como positivos e negativos (Figura 4).

Dentre os pacientes positivos no ELISA no antigeno STL observou-se
que a média de idade foi de 66,8 anos, 9 (81,8%) eram do género feminino e 2
(19,2%) do masculino. Somente 4 (36,6%) faziam uso de medicamento
corticoide e 72,7% (8 pacientes) possuiam comorbidades como hipertensao
arterial sistémica (4 pacientes), diabetes (1 paciente), doengca de Chagas (1
paciente), hipotireoidismo (1 paciente) e depresséao (1 paciente).

Os pacientes com sorologia negativa para Strongyloides possuiam
média de idade de 58,5 anos, 18 (94,7%) eram do género feminino e 1 (5,3%)
do masculino. Onze (57,9%) faziam uso de medicamento corticoide e 72,7% (8
pacientes) possuiam comorbidades como hipertensao arterial sistémica (6

pacientes), diabetes (1 paciente) e enfisema (1 paciente).
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Figura 4 - Distribuigcao dos pacientes diagnosticados com artrite reumatoide na
sorologia para detecgao de anticorpos anti-Strongyloides utilizando antigeno

STL (pacientes positivos estdao apresentados acima da linha pontilhada)
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Fonte: Os autores

3.5 Analise dos pacientes positivos no antigeno MTL

Houve diferenca estatisticamente significativa (p<0,0001) entre o IE dos
pacientes classificados como positivos e negativos (Figura 5).

Dentre os pacientes positivos no ELISA no antigeno MTL observou-se
que a média de idade foi de 67,1 anos, 7 (87,5%) eram do género feminino e 1
(12,5%) do masculino. Somente 2 (25%) faziam uso de medicamento corticoide
e 50%% (4 pacientes) possuiam comorbidades como hipertenséo arterial
sistémica (1 paciente), doenca de Chagas (1 paciente), hipotireoidismo (1
paciente) e enfisema (1 paciente).

Os pacientes com sorologia negativa para Strongyloides possuiam
média de idade de 58,5 anos, 20 (90,1%) eram do género feminino e 2 (9,9%)
do masculino. Treze (59,1%) faziam uso de medicamento corticoide e 54,5%
(12 pacientes) possuiam comorbidades como hipertensao arterial sistémica (9

pacientes), diabetes (2 paciente) e depressao (1 paciente).
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Figura 5 - Distribuigcao dos pacientes diagnosticados com artrite reumatoide na
sorologia para detecgao de anticorpos anti-Strongyloides utilizando antigeno

MTL (pacientes positivos estao apresentados acima da linha pontilhada)
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Fonte: Os autores

Este trabalho se destaca por ser o primeiro a ser realizado buscando
correlacionar pacientes com artrite reumatoide e a detecgdo de anticorpos
especificos anti-Strongyloides. Os resultados encontrados neste estudo
refletem a principal hipotese, que versa sobre a frequéncia importante de
anticorpos em pacientes com doengas crénicas, sobretudo nos que venham a
utilizar medicamentos corticoides dado o carater inflamatoério da doenca.

Houve diferencga estatistica significativa entre os pacientes diagnosticados
como positivos e negativos em ambos os antigenos utilizados, além de uma
correlagdo estatisticamente significativa entre os antigenos utilizados neste
estudo. Estes dados apontam e reforcam os achados que a literatura tem

abordado %

e direcionam o olhar para o diagndstico parasitologico ou
soroldgico da estrongiloidiase.

O diagndstico da estrongiloidiase € baseado em técnicas parasitologicas,
sobretudo aquelas que possuem o termohidrotropismo larvario positivo como

fundamento 2*?° ou por técnicas de cultura como a placa de agar.?¢?
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Entretanto, quando realizadas isoladamente, apresentam baixa sensibilidade,
principalmente pela intermiténcia na liberacao larvaria e baixa carga parasitaria
nos casos cronicos, sendo necessarias coletas de multiplas amostras fecais ou
associacao entre técnicas parasitoldgicas. Estes métodos ndo costumam ser
adotados na rotina laboratorial dada a quantidade de amostra fornecida e o
incorreto estado de conservagao, como refrigeragao e utilizagdo de substancias
conservantes.?%

Diante dos problemas enfrentados na detecgdo direta de formas
parasitarias de S. stercoralis, a literatura vem propondo medidas alternativas de
diagndstico que ndo dependam diretamente da liberagao e deteccéo das larvas
nos materiais bioldgicos. O desenvolvimento de técnicas soroldgicas e
moleculares, cada vez mais aprimoradas, vem sendo o objeto de estudo de
diversos grupos pelo mundo. De forma geral, os valores dos parédmetros de

diagnosticos das técnicas soroldgicas sobressaem os das moleculares.3%"

4 CONCLUSAO
O presente estudo reforca a necessidade da triagem sorolégica para

pacientes com doencas crénicas, sobretudo nos que realizam corticoterapia.
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