FUNDACAO OSWALDO CRUZ
INSTITUTO AGGEU MAGALHAES
MESTRADO ACADEMICO EM BIOCIENCIAS E BIOTECNOLOGIA EM SAUDE

MARESSA RHUAMA SILVA

DESENVOLVIMENTO DE UM TESTE DE CAPTURA DE ANTIGENO PARA
FILARIOSE LINFATICA UTILIZANDO ANTICORPOS CONTRA A PROTEINA
RECOMBINANTE Wb14

RECIFE
2020



MARESSA RHUAMA SILVA

DESENVOLVIMENTO DE UM TESTE DE CAPTURA DE ANTIGENO PARA
FILARIOSE LINFATICA UTILIZANDO ANTICORPOS CONTRA A PROTEINA
RECOMBINANTE Wb14

Dissertacdo apresentada ao Programa de POs-
graduacdo em Biociéncias e Biotecnologia em
Salde do Instituto Aggeu Magalhdes -
Fundacdo Oswaldo Cruz, como requisito a
obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias.

Orientador:

Dr. Osvaldo Pompilio de Melo Neto
Coorientadores:

Dr. Abraham Rocha

Dr. André Filipe Pastor da Silva

RECIFE
2020



Catalogacdo na fonte: Biblioteca do Instituto Aggeu Magalh&es

S586a Silva, Maressa Rhuama.
Avaliacdo da eficacia de anticorpos contra rwWh14
para o diagnostico da filariose linfatica / Maressa
Rhuama Silva. — Recife: [s.n.], 2020.
67 p.: il., tab., graf.; 30 cm.

Dissertacdo  (Mestrado em  Biociéncias e
Biotecnologias em Salde) - Instituto Aggeu Magalhdes,
Fundacdo Oswaldo Cruz, Recife, 2020.

Orientador: Osvaldo Pompilio de Melo Neto;
coorientadores: Abraham Rocha, André Filipe Pastor da
Silva.

1. Antigenos. 2. Ensaio de Imunoadsor¢do
Enzimatica. 3. Wuchereria bancrofti. 4. Filariose
Linfatica - diagnostico. I. Melo Neto, Osvaldo Pompilio
de. Il. Rocha, Abraham. Ill. Silva, André Filipe Pastor
da. IV. Titulo.

CDU 616.995.132




MARESSA RHUAMA SILVA

DESENVOLVIMENTO DE UM TESTE DE CAPTURA DE ANTIGENO PARA
FILARIOSE LINFATICA UTILIZANDO ANTICORPOS CONTRA A PROTEINA
RECOMBINANTE Wb14

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
graduacdo em Biociéncias e Biotecnologia em
Salde do Instituto Aggeu Magalhdes -
Fundacdo Oswaldo Cruz, como requisito a
obtencéo do titulo de Mestre em Ciéncias.

Aprovada em: 18 de fevereiro de 2020

BANCA EXAMINADORA

Dr. Osvaldo Pompilio de Melo Neto
Instituto Aggeu Magalh&es/Fundacdo Oswaldo Cruz

Dra. Zulma Maria de Medeiros — Titular Interno
Instituto Aggeu Magalh&es/Fundagéo Oswaldo Cruz

Dra. Isabelle Freire Tabosa Viana — Titular externo
Instituto Aggeu Magalh&es/Fundagdo Oswaldo Cruz



AGRADECIMENTOS

A Deus pela graca, misericordia e amor infinitos derramados sobre mim ao longo de
toda minha vida e abundantemente nesses dois anos de mestrado. Serei eternamente grata com
minha vida e devocao.

A minha familia, meus pais Manoel Carlos e Ironeide, e irmds Larissa e Raissa, pelo
amor, paciéncia, carinho e animo que sempre me passaram e por todo suporte que me deram a

vida inteira, crucialmente nos tempos do mestrado.

Ao meu orientador Dr. Osvaldo Pompilio, pelos ensinamentos e confianca, por ter me
acolhido no laboratério e principalmente concordado em trabalhar com FL sendo sempre
disponivel para me orientar. Ao meu co-orientador Dr. Abraham Rocha por todo
conhecimento, e pelos vermes cedidos que enriqueceram de forma crucial o meu trabalho. E
em especial ao Dr. André Pastor, por toda paciéncia, conhecimento, disponibilidade,
oportunidade, forca, confianca, obrigada por tudo que fez por mim nesses 4 anos que

trabalhamos juntos, sou eternamente grata.

Aos meus amigos por todo apoio, oracdo, risadas e principalmente pelos ouvidos

disponiveis na hora de desabafo.

A todos meus colegas de laboratorio pela disposi¢do e auxilio nos experimentos, bem

como pra me ensinar sobre como fazer ciéncia de maneira excelente.

De forma especial ao meu grupo Biomoltrip por todo conhecimento gerado em

bancada e reunides centificas.

As minhas amigas Stephanny, Yallen e Jalia por sempre serem um porto seguro pra
me ancorar nos momentos de desespero, pelas risadas (que foram muitas), pelos lanches da

tarde, pelas conversas e por absolutamente tudo.

A melhor secretaria de departamento, Carol Pereira, por toda exceléncia e eficiéncia
empregada no laboratério, por sempre estar disponivel pra ajudar a todos e a mim de forma

toda especial.

A todos os departamentos da FIOCRUZ, em especial a Microbiologia, e ao Nucleo de

plataformas tecnoldgicas, pelos experimentos realizados.



Ao Programa de Pds-graduacdo em Biociéncias e Biotecnologias pelo conhecimento

teorico, e a FIOCRUZ pelo suporte financeiro.



RESUMO

SILVA, Maressa Rhuama. Desenvolvimento de um teste de captura de antigeno para
filariose linfatica utilizando anticorpos contra a proteina recombinante Wb14. 2020.
Dissertacdo (Mestrado Académico em Biociéncias e Biotecnologia em Saude) — Instituto
Aggeu Magalhdes, Fundacdo Oswaldo Cruz, Recife, 2020.

A Filariose Linfatica (FL) é uma parasitose endémica de regides tropicais e subtropicais,
provocada pelos vermes nematoides Wuchereria bancrofti, Brugia malayi e Brugia timori e
transmitida pelo mosquito Culex quinquefasciatus. Para o seu diagnodstico, 0 exame
parasitologico € barato e eficiente, mas possui limitagdes devido a periodicidade noturna das
microfilarias, o que diminui a sensibilidade. Sabe-se que as técnicas soroldgicas sdo uma
opcao necessaria, pois além de apresentarem elevada sensibilidade, ndo possuem limitagédo
temporal. Em contrapartida, os testes sorologicos de captura de antigenos existentes no
mercado apresentam custo elevado e ndo séo espécie-especificos. O presente trabalho objetiva
avaliar a eficacia de anticorpos monoclonais e policlonais dirigidos contra o antigeno rwhb14
de W. bancrofti para o desenvolvimento de um novo teste diagnostico para a FL. Primeiro, a
proteina Wb14 recombinante (rWb14) foi expressa em Escherichia coli, purificada por
cromatografia de afinidade e utilizada na purificacdo dos anticorpos policlonais por
imunoadsorcdo. Para verificar a eficiéncia de reconhecimento dos anticorpos monoclonais e
policlonais foi produzido o extrato do verme adulto de W. bancrofti. Primeiramente o extrato
foi exposto aos anticorpos produzidos contra rWbl4, porém ndo houve nenhum
reconhecimento. Depois soros de pacientes positivos e negativos foram separados
eletroforéticamente e expostos aos anticorpos monoclonais e policlonais para reconhecimento
do antigeno filarial circulante, mas o resultado esperado ndo foi obtido. Apos isso, um
conjunto de soros de pacientes positivos para FL, detectaram no extrato uma nova banda
diagndstica de aproximadamente 14 kDa que sera alvo de investigagdes posteriores. Ao
mesmo tempo, um ensaio de ELISA de captura de antigeno foi padronizado utilizando
diferentes combinagfes de anticorpos, que foi sensivel no reconhecimento da rWbl14 nas
quatro condicOes analisadas. Este ELISA foi testado com soros de diferentes grupos de
individuos, mas apenas dois soros de pacientes microfilarémicos foram reconhecidos em
apenas uma destas condi¢Oes. Mais testes deverdo ser realizados para determinar a real
sensibilidade e especificidade desse teste frente a um nimero maior de amostras de soros.

Palavras-chave: Antigeno; Ensaio de Imunoadsor¢do Enzimatica; Wuchereria bancrofti,

Filariose linfatica — diagndstico.



ABSTRACT

SILVA, Maressa Rhuama. Development of an antigen capture test for lymphatic filariasis
using antibodies against the recombinant protein Wb14. 2020. Dissertation (Academic
Master's Degree in Biosciences and Biotechnology in Health) - Aggeu Magalh&es Institute,
Oswaldo Cruz Foundation, Recife, 2020.

Lymphatic filariasis (FL) is an endemic parasitic disease in tropical and subtropical regions,
caused by the nematode worms Wuchereria bancrofti, Brugia malayi and Brugia timori and
transmitted by the Culex quinquefasciatus mosquito. For its diagnosis, the parasitological
exam is cheap and efficient, but it has limitations due to the nocturnal periodicity of the
microfilariae, which reduces the sensitivity. It is known that serological techniques are a
necessary option, because in addition to being highly sensitive, they do not have time
limitations. On the other hand, serological tests for the capture of antigens on the market have
a high cost and are not species-specific. The present work aims to evaluate the efficacy of
monoclonal and polyclonal antibodies directed against the W. bancrofti rWb14 antigen for the
development of a new diagnostic test for FL. First, the recombinant Wb14 protein (rWb14)
was expressed in Escherichia coli, purified by affinity chromatography and used to purify
polyclonal antibodies by immunoadsorption. To verify the efficiency of recognition of
monoclonal and polyclonal antibodies, an extract of the adult worm from W. bancrofti was
produced. First, the extract was exposed to the antibodies produced against rWb14, but there
was no recognition. Afterwards sera from positive and negative patients were
electrophoretically separated and exposed to monoclonal and polyclonal antibodies for
recognition of the circulating filarial antigen, but the expected result was not obtained. After
that, a set of sera from patients positive for FL, detected in the extract a new diagnostic band
of approximately 14 kDa that will be the target of further investigations. At the same time, an
antigen capture ELISA assay was standardized using different combinations of antibodies,
which was sensitive in recognizing rwhb14 in the four conditions analyzed. This ELISA was
tested with sera from different groups of individuals, but only two sera from microfilaraemic
patients were recognized in only one of these conditions. More tests should be carried out to
determine the real sensitivity and specificity of this test against a larger number of serum
samples.

Keywords: Antigen; Enzyme Immunoadsorption Assay; Wuchereria bancrofti, Lymphatic

Filariasis — diagnosis.
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1 INTRODUCAO

A Filariose Linfatica (FL) ¢ uma doenca causada por vermes nematdides das espécies
Brugia malayi, Brugia timori e Wuchereria bancrofti, com ciclos de vida heterdxenos e que é
transmitida predominantemente pelo mosquito C. quinquefasciatus em regides tropicais e
subtropicais. Esta parasitose é considerada um grave problema de saude publica em todo o
mundo, pois 120 milhdes de individuos estdo infectados. De acordo com a Organizacao
Mundial de Saude (OMS), aproximadamente 850 milhGes de pessoas em 52 paises do mundo
permanecem ameacadas por FL e requerem quimioterapia preventiva para impedir a
propagacao desta infeccdo. Esta doenca é a segunda causa de incapacidade permanente,
afetando as pessoas que possuem as formas cronicas da doenca, hidrocele e linfedema,
levando esses pacientes a exclusdo social, problemas psicolégicos e até invalidez. Em 1993, a
OMS elegeu a FL como uma das seis doencas infecciosas potencialmente erradicaveis e, em
2000 foi lancado o Programa Global de Eliminacdo da Filariose Linfatica (PGEFL), que visa
a eliminacao da transmissdo da doenga até o ano de 2020. A falta de saneamento basico, alta
densidade populacional e alta populacdo de insetos transmissores nos paises endémicos sdo
fatores que dificultam com o controle e extin¢do dessa endemia.

A dificuldade da coleta de amostras para a realizagdo do exame, que deve ser entre
23h — 01h a fim de aumentar a sensibilidade do teste, € um dos grandes entraves para o
diagndstico parasitologico da FL e o seu controle. Como alternativa aos exames
parasitolégicos foram entdo desenvolvidos diagndsticos que pesquisam antigenos e anticorpos
no sangue do paciente. De uma forma geral, a amostra pode ser coletada e analisada em
qualquer horario do dia, como nos testes ELISA Og4C3, ELISA BM14 e cromatografia POC-
ICT que estdo disponiveis no mercado. Entretanto, a grande desvantagem €é que estes testes
ndo sdo espécie-especificos bem como néo sdo fabricados no Brasil, gerando 6nus aos cofres
publicos. Além do mais, apresentam persisténcia da antigenemia positiva e problemas na
reprodutibilidade dos resultados. Apesar de ja estarem bem estabelecidos no mercado, ainda
ndo existe um diagnostico 100% eficaz, o que motiva pesquisas com intuito de produzir um
teste de captura de antigenos mais sensivel e especifico.

O presente trabalho teve entdo como objetivo desenvolver um teste de captura de
antigenos para o diagnoéstico da FL baseado em um ensaio de ELISA sanduiche, utilizando

anticorpos policlonais e monoclonais produzidos contra a proteina rwb14 de W. bancrofti.
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2. REVISAO DA LITERATURA

A Filariose Linfatica (FL), Bancroftose, Filariase de Bancrofti ou popularmente
conhecida como elefantiase é uma parasitose endémica de regifes tropicais e subtropicais
(BRASIL, 2009, PRADO et al., 2018, Organizacdo mundial de Saude, 2012, Organizacao
mundial de Saude, 2016). Esta doenca é causada por vermes nematoides da superfamilia
Filariodidea (NATIONAL CENTER FOR BIOTECHNOLOGY INFORMATION, 2019),
que apresenta trés espécies distintas: Brugia malayi e Brugia timori causadoras da doenca em
10% dos casos; e Wuchereria bancrofti, agente principal de infeccdo com 90% dos casos, € 0
Unico destes helmintos presente no Brasil (JONGTHAWIN et al., 2020, DE SOUZA et al.,
2017, SIMONSEN; MWAKITALU, 2013).

Identificada como a segunda maior causa de incapacidades fisicas permanentes ou de
longo prazo (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2010), a FL ainda é fator de risco
para aproximadamente 893 milhdes de pessoas em 49 paises endémicos (JONGTHAWIN et
al., 2020, ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2020). Além disso, estima-se que em
torno de 40 milhdes de pessoas no globo sdo portadoras das duas formas cronicas mais
prevalentes da doenca, a hidrocele e o linfedema (KOUDOU et al., 2018, ORGANIZACAO
MUNDIAL DE SAUDE, 2012). Por ser uma doenca extremamente silenciosa,
aproximadamente dois tercos da populacdo infectada ndo apresentam sintomatologia aparente.
O restante dos infectados sofre das manifestagdes crénicas da FL: linfedema crénico,
elefantiase e hidrocele. Individuos acometidos da fase cronica da FL tém sérios efeitos sociais
e econdmicos sendo frequentemente pobres e marginalizados socialmente. Além disso, a
incapacidade crénica tem impacto na reducdo da producdo econdmica e no aumento da
pobreza (JOHNSON et al., 2016, OTTESEN, 2000). A FL juntamente com outras doencas
tropicais negligenciadas tem sido descritas como severos contribuintes para o fardo global de
enfermidades na Africa. S30 elas que deixam os individuos imunocomprometidos, e
consequentemente mais suscetiveis ao HIV/AIDS, tuberculose e maléria, particularmente
mulheres e criancas (JOHNSON et al., 2016)

A Forca Tarefa Internacional identificou a FL como uma doenga infeciosa
potencialmente erradicavel do mundo. Em virtude dessa andlise, a FL foi eleita como alvo de
eliminacdo pela OMS, que criou o Programa Global de Eliminacdo da Filariose Linfatica
(PGEFL). Este foi aprovado em 1997 pela 50 Assembléia Mundial da Saude em virtude do
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preocupante impacto médico, social e econdémico desta doenca (KUMAR; KUMAR; SETH,
2015, WON et al., 2018).

2.1 Epidemiologia da FL, situacdo atual e tendéncias

Em 1996, a OMS estimou que existiam cerca de 120 milhdes de pessoas infectadas
com FL, e que aproximadamente 40 milhdes de pessoas possuiam algum grau de
desconfiguragdo corporal, mais especificamente 25 milhdes de homens com doenca genital
(hidrocele é a mais comum) e perto de 15 milhdes de pessoas com linfedema ou elefantiase no
membro inferior. Hoje em dia, pelo menos 36 milhdes de pessoas permanecem com essas
manifestacbes de doencas cronicas. (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2020,
KUMAR; KUMAR; SETH, 2015).

O PGEFL quando foi criado, visava eliminar a transmissdo da doenca até o ano de
2020 (WHO, 2014). Ele apresenta duas vertentes: a interrup¢éo da transmisséo e prevencéo e
alivio do sofrimento dos portadores de morbidade. Para ocorrer a quebra da transmissao é
administrado o tratamento coletivo da populacdo de areas de risco, que precisam ter
prevaléncia igual ou superior a 1% de microfilaremia (Técnica de gota espessa) ou
antigenemia (POC-ICT). O tratamento que a OMS preconiza € dietilcarbamazina (DEC)
isolada ou associada a ivermectina ou albendazol, aplicada em dose Unica anual durante
quatro a seis anos cobrindo 80% da populacdo-alvo (ROCHA et al., 2010). Além disso,
propde o controle dos casos de pacientes tratados portadores de morbidade filarial, com lesdes
e sequelas em decorréncia da doenca (GYAPONG et al., 2018, MOLYNEUX, 2003,
MOLYNEUX; ZAGARIA, 2002, OTTESEN, 2000).

Para implementar e monitorar o tratamento coletivo (TC) existem quatro estratégias: a
primeira consiste no mapeamento da regido, o resultado vai determinar se estd havendo
transmissao ativa e se é necessario a administracdo das drogas na populagdo. O proximo passo
compreende em administrar os medicamentos na populacdo, bem como monitorar a sua
implementacdo; avaliar as areas sentinelas antes da primeira, quarta (opcional) e sexta
aplicacdo do TC, estabelecendo a efetividade da intervencdo; e implementacdo de um
inquérito para avaliacdo da transmissdo (TAS) apos a sexta ronda do TC. O estagio trés € a
vigilancia dos niveis de infec¢do por FL durante 5 anos apds o término do TC. E a quarta e
altima fase € a comprovagdo da eliminacdo, ela consiste em uma andlise detalhada das
evidéncias epidemioldgicas da auséncia da transmissdo (Figura 1) (ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 2011).
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Figura 1 - Plano de intervencdo adotado pelo Programa Global de Eliminacédo da FL.
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Fonte: Organizagcdo Mundial da Satde (2011).
Legenda: Etapas do monitoramento e avaliacdo epidemioldgica da intervengdo com tratamentos coletivos para
FL preconizado pela OMS.

Mapeamento Vigilancia Comprovacgiao

Quando o PGEFL entrou em vigor cerca de 81 paises eram endémicos pra FL, mas
atualmente dezesseis paises e territorios conseguiram eliminar a FL como problema de saude
publica da sua populacdo, sdo eles: Camboja, llhas Cook, Egito, Kiribati, Maldivas, Ilhas
Marshall, Niue, Palau, Sri Lanka, Tailandia, Togo, Tonga, Vanuatu, Vietnd, Wallis e Fortuna
e 1émen. Além desses, outros 7 paises ja interromperam o tratamento em larga escala e a
populagio se encontra sob vigilancia epidemiolégica (figura 2) (ORGANIZACAO
MUNDIAL DE SAUDE, 2020).

De 2000 até 2018, o PGEFL conseguiu distribuir 7,7 bilhGes de medicamentos a mais
de 910 milhGes de pessoas pelo menos uma vez em 68 paises, gerando drastica reducdo da
transmissibilidade da doenca. A populacdo dependente de MDA diminuiu em 42% (de 910
para 597 milhdes). Esses nimeros mostraram que 0s tratamentos entregues em 2015 evitaram
perdas econdmicas estimadas em bilhdes de délares. Apesar dos numeros favoraveis, a
quimioterapia ainda é primordial em 49 paises, mas infelizmente nao foi distribuida em todas
as areas endémicas até o fim de 2018 (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2020).
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Figura 2: Avaliacédo da distribuicdo mundial do tratamento em massa para FL.
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Fonte: Adaptado de: Organizacdo Mundial de Saude (2019).

Legenda: O mapa acima mostra a situacdo atual do PGEFL ao redor do mundo. Paises com a cor vermelha
mostram que ainda nao foi dado inicio ao tratamento em massa da populagdo. Em verde sdo sinalizados os
territérios que as pessoas continuam sendo tratadas. Em amarelo os paises que estdo em fase de eliminacdo, onde
ja houve interrupcdo do tratamento em massa. Em azul, mostra os lugares que ja alcancaram sucesso e
eliminaram a FL como problema de satde publica.

No Brasil, o0 Ministério da Satude usou como modelo o PGEFL e tracou seu proprio
plano de eliminacdo da FL: o Plano nacional de Eliminacdo da Filariose Linfatica no Brasil
(PNEFL). A estratégia para o tratamento em massa foi a seguinte: uma vez confirmada na
populacdo alvo uma antigenemia ou microfilaremia acima de 1% nos individuos testados, a
aplicacdo de DEC com a dose preconizada pela OMS (6mg/kg em dose Unica anual) seria

repetida por quatro a seis anos. A quantidade de medicamento a ser administrado variava
conforme a idade, com base no célculo de peso estimado para cada média de idade.
Individuos acima de 4 anos de idade sdo selecionados para o tratamento, ressaltando que
pessoas abaixo de 4 anos, maiores de 65 anos, mulheres gravidas e em periodo de lactagéo, e
individuos com doencas cronicas ndo sao elegiveis para o tratamento (ROCHA et al., 2010).

Ap6s o término da abordagem medicamentosa € realizada a pesquisa TAS
(Transmission Assessment Survey), que serve para assegurar que nao haja reincidéncia da
doenca baseando-se em fazer trés inquéritos para verificacdo em cada area submetida apos o
término no MDA com intervalos de dois anos, para assegurar que ndo haja retorno da
infeccdo (VIGILANCIA, 2016).



18

Pernambuco é Unico estado do Brasil que ainda é considerado endémico, mais
especificamente na Regido Metropolitana do Recife (RMR): Recife, Olinda, Paulista e
Jaboatdo dos Guararapes. As cidades de Belém (PA) e Manaus (AM), bem como Salvador
(BA) e Macei6 (AL) eram consideradas endémicas no passado, no entanto hoje € evidenciada
a auséncia de individuos portadores de microfilarias (ROCHA et al., 2010, FONTES et al.,
2012, BRASIL, 2017, DA SILVA JUNIOR et al., 2017; VIGILANCIA, 2016). A TAS ainda
estd sendo realizada no estado de Pernambuco, e os resultados obtidos até o presente
momento sao satisfatérios e indicam a possivel eliminacdo da doenca (figura 3). Mesmo que
ndo sejam detectados novos casos na vigilancia até 2021, é necessario manter a pesquisa
tendo em vista a migracdo constante de individuos oriundos de outras regides endémicas
(VIGILANCIA, 2016).

Figura 3: Numero de individuos tratados com DEC e porcentagem de microfilarémicos por
ano na Regido Metropolitana do Recife/PE, Brasil, no intervalo de tempo de 2003 até 2016.
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Fonte: Ministério da satde (2020).

Legenda: O grafico apresenta a variagio de individuos infectados por W. bancrofti ao longo dos anos, onde
pode-se visualizar que ao longo dos anos a taxa de individuos infectados decresceu, a medida que o tratamento
abrangeu uma maior parte da populacdo. Nota-se que no ano de 2014, a taxa de positividade para gota espessa
aproximou-se de 0%.

Apesar dos bons indicadores relatados imediatamente acima, um estudo observou que
nos ultimos cinco anos, o Brasil vem fazendo parte da trajetdria de imigrantes de alguns
paises do continente Africano (Senegal, Gdmbia, Gana), da América Central (Republica
Dominicana e Haiti), no Caribe e Asia (Bangladesh e india), areas de transmissibilidade ativa

da FL bancroftiana. Estima-se que no periodo 2010-2014 aproximadamente 42 mil imigrantes
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da Republica Dominicana, Haiti e Africa instauraram-se em terras brasileiras, onde a principal
porta de entrada € a cidade de Rio Branco, capital do Acre. Esse trabalho concluiu que cerca
de 4% dos imigrantes analisados apresentaram positividade no teste AD12-ICT, além de
confirmacdo através da visualizacdo de microfilarias no sangue periférico, antigeno,
anticorpos e PCR positivos. Tais resultados anunciam a necessidade de agdo imediata em
medidas de controle de imigragcdo (NUNES et al., 2016).

2.2 Ciclo biologico, agente etiologico e transmissdo da FL

A W. bancrofti é um verme parasita que necessita de ao menos dois hospedeiros para
completar seu ciclo heteroxeno: o mosquito (invertebrado) e o homem (vertebrado). Os
mosquitos sdo hospedeiros intermediarios e carregam o verme no estagio larval, que é
subdividido em trés fases: L1, L2 e L3. O homem é o hospedeiro definitivo, onde as larvas
amadurecerdo em filarias ou vermes adultos de ambos o0s sexos e produzirdo as microfilarias
(CHANDY et al., 2011, FONTES et al., 2005). Ao fazer o repasto sanguineo em individuos
infectados, a fémea do mosquito vetor ingere as microfilarias que perdem suas bainhas e
seguem para o0 estdbmago e logo depois para os musculos toracicos. Em seguida, sofrem as
mudas larvais até se transformarem em larvas infectantes L3, que migram para a proboscidea
do mosquito e permanecem la até novo repasto (CDC, 2019). Quando isso acontece, essas
larvas penetram num novo hospedeiro através da solugdo de continuidade provocada pela
picada do mosquito, ganham a corrente sanguinea e migram para os vasos linfaticos. Neste
local, vdo amadurecer em vermes adultos, evoluindo para machos ou fémeas. A cépula se da
no sistema linfatico e as fémeas geram milhdes de embrides, as microfilarias (BRASIL, 2009)
(figura 4).
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Figura 3: Ciclo Bioldgico do parasita.
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Fonte: Adaptado de CDC (2019).

Legenda: O mosquito vetor infectado deposita larvas L3 em um hospedeiro. Estas migram para 0s vasos
linfaticos onde se tornardo vermes adultos e produzirdo as microfilarias (MF) que migram para o sangue
periférico. Quando o vetor faz o repasto sanguineo em um individuo infectado, ingere as microfilarias que
amadurecem até se tornarem novas larvas L3.

Os vermes adultos da W. bancrofti apresentam corpo longo e delgado de coloracao
branco leitosa e aspecto opaco (NEVES, 2005) (figura 5A). A fémea é maior e mais espessa,
apresentando um comprimento que varia de 80 a 100 mm de comprimento e 0,24 a 0,30 mm
de didmetro, enquanto os machos medem cerca de 40 mm por 0,1 mm, apresentando
extremidade anterior afilada e posterior enrolada ventralmente (CDC, 2019; FONTES;
ROCHA, 2005). O habitat natural desses helmintos sdo os linfonodos e vasos linfaticos do
hospedeiro, onde podem ser encontrados enrolados fazendo movimentos continuos e
provocando reacdo inflamatdria, bem como perturbando a circulagdo da linfa. Esses vermes
tem longevidade desconhecida, mas estima-se que vivem em média 4 a 8 anos no sistema
linfatico (BRASIL, 2009, FONTES; ROCHA, 2005).

As microfilarias sdo as formas embrionarias da W. bancrofti, medindo cerca de 244 a
296 um e possuindo uma bainha cuticular lisa, o que favorece 0 movimento delas na corrente
sanguinea ap0s serem despejadas na circulacdo pelas fémeas adultas. A bainha ajuda no
diagnostico diferencial em relagdo as outras microfilarias das espécies B. malayi e B. timori,
ja que séo o alvo da pesquisa no teste laboratorial parasitoldgico (NEVES, 2005, ROCHA et
al., 2004) (figura 5B). Apds alguns meses elas ganham a circulacdo linfatica do hospedeiro,
onde passam a se movimentar ativamente e |4 se transformam em vermes adultos. As
microfilarias possuem uma caracteristica peculiar, a periodicidade noturna: durante o dia se

localizam nos capilares profundos, principalmente nos pulmdes e, durante a noite aparecerem
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no sangue periférico com maior concentracdo em torno da meia-noite, decrescendo
novamente até o final da madrugada, independente da densidade parasitaria (microfilaremia)
do hospedeiro (BRASIL, 2009).

A infeccdo filarial acontece quando as fémeas dos mosquitos fazem o repasto
sanguineo no individuo alvo, infectando-o com larvas que se transformam em vermes adultos
(BRASIL 2009, BRASIL, 2017, KOMORENG et al., 2017, MISHRA et al., 2014). A
transmissao do parasita € feita por uma diversidade de mosquitos que variam dependendo da
area geografica. Na Africa, os mais comuns sdo do género Anopheles enquanto que nas
Américas o vetor mais comum é o C. quinquefasciatus. No oriente, mais especificamente no
Pacifico e na Asia, espécies dos géneros Aedes e Mansonia podem transmitir a infecgéo, e
além desses o género Ochlerotatus também € responsavel pela transmissdo (DORKENOO et
al., 2018). Fatores como saneamento basico precério, condi¢cbes ambientais favoraveis (clima
guente e Umido), além de uma alta densidade local de individuos microfilarémicos, tendem a
aumentar a transmissibilidade da FL (RAWLINSON et al., 2014).

Figura 4: Vermes adultos e microfilarias de W. bancrofti.

Fonte A: BRASIL (2009); Fonte B: ROCHA et al., (2004)
Legenda: A- Vermes adultos de W. bancrofti; B- Microfilarias encontradas no esfregago sanguineo

2.3 Aspectos clinicos da doenca

Apos ser infectado pelo helminto W. bancrofti o individuo afetado passa por um
periodo pré-patente, que ocorre entre a infiltracdo das larvas até o aparecimento das
microfilarias no sangue periférico. Geralmente esses individuos sdo assintomaticos, porém
uma doenga subclinica pode ser desenvolvida causando comprometimento dos vasos
linfaticos e danos renais (BRASIL, 2017, FONTES et al., 2005, ORGANIZACAO


https://www.cdc.gov/parasites/lymphaticfilariasis/gen_info/vectors.html#Anopheles
https://www.cdc.gov/parasites/lymphaticfilariasis/gen_info/vectors.html#Culex
https://www.cdc.gov/parasites/lymphaticfilariasis/gen_info/vectors.html#Aedes
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MUNDIAL DE SAUDE, 2019). A presenca dos vermes adultos na linfa do hospedeiro é a
causa das manifestacdes clinicas da FL, associada a resposta imune contra os embrides
presentes no sangue do individuo infectado (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE,
2019).

No periodo agudo alguns pacientes apresentam ataques agudos conhecidos como
Linfagite aguda filarial, que é causada devido a morte dos vermes adultos em decorréncia do
tratamento, outro sintoma € a dermatolinfoangioadenite aguda provocada em detrimento da
dilatacdo dos vasos, bem como por reacdes inflamatdrias promovidas por substancias
secretadas por vermes adultos que modulam o sistema imune do hospedeiro. Ambos sintomas
apresentam sinais de inflamac&o no local afetado, e ingurgitamento das cadeias ganglionares
adjacentes (SHENQY et al,. 2008). Eosinofilia pulmonar tropical (EPT) e quilGria também
sdo classificadas como manifestacdes agudas da FL, embora sejam menos frequentes que 0s
outros sintomas, acometendo o sistema pulmonar e renal, respectivamente (NEVES, 2005;
BRASIL, 2009).

Quando progride para a fase cronica a filariose é responsavel por debilitar os pacientes
acometidos, principalmente nos casos de linfedema, popularmente conhecido como
elefantiase (Figura 6). Estudos demonstraram que é causado devido a repeticdo de episddios
de dermatolinfangiadenite bacteriana. Em estdgios avancados de linfedema a pele do
individuo fica espessa e enrijecida, muitas vezes apresentando verrugas e pigmentacdo negra.
Nesse estado, 0s pacientes encontram-se incapacitados de se locomover sozinhos e até mesmo
de realizar suas necessidades pessoais (SHENOY; BOCKARIE, 2011; STOCKS;
FREEMAN; ADDISS, 2015). A outra manifestacdo clinica da fase cronica é a hidrocele
causada devido ao acumulo de liquido na bolsa escrotal e pode progredir com o passar do
tempo ou diminuir quando tratada com doxiciclina. Contudo, em geral, hidroceles avancadas
requerem cirurgias (GORDON; JONES; MCMANUS, 2018, ORGANIZACAO MUNDIAL
DE SAUDE, 2019).
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Figura 5: Pacientes com linfedema causado pela infec¢cdo com o helminto W. bancrofti.

Fonte: ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, (2019).
2.4 Diagnostico laboratorial da FL

Apesar de existirem muitas maneiras de diagnosticar a FL, até agora nenhuma delas é
totalmente eficaz, o que motiva diversas pesquisas cientificas. Isso estimula o
desenvolvimento de novos testes de diagndstico com a intencdo de produzir testes mais

seguros, rapidos e economicamente viaveis (ALHASSAN et al., 2015).
2.4.1 Diagnéstico parasitologico

A identificacdo de microfilarias em esfregacos de sangue periférico e em outros
fluidos bioldgicos € considerada o padrdo ouro para confirmacdo da infeccdo filarial. Para
pesquisa-las em amostras de sangue deve-se considerar a periodicidade destas microfilarias na
corrente sanguinea de pacientes da regido estudada, sendo no Brasil entre 23 h e 1 h (Figura
7) (BRASIL, 2009).
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Figura 6: Curva de periodicidade das microfilarias de W. bancrofti no sangue periférico do
hospedeiro humano.
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Legenda: Porcentagem de microfilaremia média presente no sangue periférico, e porcentagem de pacientes
positivos no exame gota espessa quantitativa para microfilarias de W. bancrofti, em diferentes horérios de coleta
sanguinea ao longo do dia.

A gota espessa (GE) é a técnica mais utilizada no diagnostico da FL por apresentar
custo baixo e facil processamento laboratorial. Para tal, com auxilio de lanceta uma puncéo é
feita no dedo anelar na extremidade digital com o objetivo de depositar trés gotas de sangue
em uma lamina. Em seguida, €é realizada a coloragdo com Eosina-Giemsa para visualizacdo de
microfilarias em microscopio Optico. Entretanto, esta € uma técnica que possui baixa
sensibilidade, podendo ndo identificar individuos com baixa microfilaremia ou
amicrofilarémicos (BRASIL, 2009; ROCHA, 2000; WITT; OTTENSEN, 2001; FONTES;
ROCHA, 2005).

Outra metodologia utilizada é a filtragdo em membrana de policarbonato (FMP), que é
considerada o “padrdo ouro” quando se trata de investigacdo e quantificacdo da
microfilaremia antes, durante e apds o tratamento. Para realizar essa técnica um volume
sanguineo de 1 a 10 mL é filtrado através de uma membrana para reter as microfilarias,
aumentando assim a sensibilidade tanto por causa do maior volume sanguineo, quanto por
concentrar as estruturas possivelmente existentes. Entretanto, os casos de amicrofilaremia
ainda ndo serdo detectados (MELROSE, 2002, FONTES; ROCHA, 2005, BRASIL, 2009).

A técnica de concentracdo de Knott (CK) favorece a visualizacdo das microfilérias a

partir da utilizacdo de formalina, que visa aumentar a sensibilidade do exame. Este consiste
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em diluir o sangue na proporcdo de 1:10 com formol a 2% e apés centrifugacéo, gotas
espessas sdo preparadas com o sedimento para pesquisa das microfilarias. Entretanto, esta
metodologia é amplamente substituida pela FMP (BRASIL, 2009).

Existe ainda o diagndstico por imagem, baseado na pesquisa de vermes adultos em
vasos linfaticos escrotais através de ultrassonografia (AMARAL, 1994). Esses vermes sdo
evidenciados através do movimento de “danca das filarias”, caracteristico desses helmintos
(NOROES, 1996). Esse método de investigacdo da FL é importante por ndo ser invasivo e por
permitir a identificacdo precoce da infeccdo filarial. Além disso, é essencial no
monitoramento do tratamento, pois avalia se houve reducdo de vermes adultos nos vasos
linfaticos apos terapia anti-filarial (ROCHA et al., 2009).

2.4.2 Diagnostico imunolégico
O diagndstico imunoldgico da FL tem duas vertentes: ele pode se basear tanto na
pesquisa de antigenos como de anticorpos circulantes. A principal vantagem desses métodos é
que o sangue do paciente pode ser coletado em qualquer hora do dia, diferente dos métodos
parasitolégicos que necessitam de um horario especifico (GORDON; JONES; MCMANUS,
2018). Varios estudos tém sido realizados em busca de novos biomarcadores bem como no
intuito de melhorar a precisdo dos testes sorologicos, através do aprimoramento da

especificidade e sensibilidade na captura de antigenos e anticorpos.

2.4.2a Pesquisa de anticorpos circulantes

A producdo de anticorpos € uma caracteristica inerente a infeccOes parasitarias,
inclusive para a FL (LAMMIE et al., 2004). O diagnéstico feito a partir da deteccdo de
anticorpos no soro dos pacientes surgiu como uma alternativa de detectar a infeccéo filarial
em individuos que tem baixa carga parasitaria ou até mesmo daqueles que ja tenham
eliminado as microfilarias da circulacdo (ATHISAYA MARY et al., 2011). Esses ensaios sdo
altamente sensiveis a infeccdo, entretanto, eles ndo conseguem diferenciar uma infec¢édo
passada de uma infecgédo atual ou da simples exposi¢édo ao parasita (LAMMIE et al., 2004). O
advento dos antigenos recombinantes facilitou o desenvolvimento de diagndsticos soroldgicos
tanto por causa de sua especificidade e sensibilidade como pelo fato de serem facilmente
produzidos em laboratdrio. Para facilitar a compreensao os diagnosticos citados abaixo seréo

divididos em comercial e pesquisa.
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Testes disponibilizados comercialmente

O antigeno Bm14 é proveniente do estagio microfilarial da B. malayi e isolado de
bibliotecas de cDNA e utilizado no desenvolvimento de ensaios diagndsticos devido a sua
forte capacidade de reconhecer anticorpos contra o parasita, sobretudo da classe IgG4. Com
uma sensibilidade de 85-90% quando testado em soros de individuos microfilarémicos,
também foi relatado que 0 Bm14 € sensivel para individuos infectados por ambas as espécies
W. bancrofti e B. malayi (CHANDRASHEKAR et al., 1994; LAMMIE et al., 2004; WEIL et
al., 2011). Desenvolvido posteriormente, o CELISA (Cellabs Pty Ltd, Brookvale, NSW,
Austrélia) é entdo um ensaio de ELISA indireto no qual anticorpos de classe 1gG4 disponiveis
no soro dos pacientes reconhecem a proteina Bm14. Apesar da sua eficiéncia, ndo deve ser
utilizado em areas endémicas da Onchocerca volvulus, pois existe reacdo cruzada (WEIL et
al., 2011).

A proteina Wb123, expressa principalmente nos estagios larvais do verme, também se
mostrou promissora ao ser rapidamente detectada pelos anticorpos 1gG e 1gG4 num ensaio do
sistema de imunoprecipitacdo da luciferase (LIPS). Este ensaio apresentou 100% de
sensibilidade e especificidade nos pacientes microfilarémicos testados. Um ponto importante
a ser considerado, foi que esses anticorpos so existiam em individuos infectados por W.
bancrofti, ndo sendo reconhecidos por espécies parecidas das mesmas regides geogréaficas
como O. volvulus, Loa loa e Mansonella perstans (KUBOFCIK; FINK; NUTMAN, 2012).
Em seguida, um ELISA e um teste da fita (Strip) foram desenvolvidos para Wb123. Os dois
demonstraram sensibilidade e capacidade para 0 monitoramento da infecgéo filarial, apesar da
reacdo cruzada com O. volvulus (STEEL et al., 2012).

O teste imunocromatografico panFL RAPID (Malaysian BioDiagnostics Research
Sdn. Bhd), desenvolvido utilizando os antigenos BmR1 e BmSXP, consegue detectar
infeccOes tanto de B. malayi como de W. bancrofti, com sensibilidade e especificidade em
torno de 96,5 e 99,6%, respectivamente (ABDUL RAHMAN; HWEN-YEE; NOORDIN,
2007). Este ensaio reconheceu anticorpos IgG4 em individuos microfilarémicos e
amicrofilarémicos, entretanto apresenta reacdo cruzada entre as duas espécies. Apesar de ser
um teste em potencial, outros estudos com maior nimero de amostras devem ser realizados
para sua validacdo (ATHISAYA MARY et al., 2011).

Testes em pesquisa

O antigeno BmSXP-1 foi isolado da mesma forma que o0 Bm14 citado anteriormente,
entretanto quando testado so foi reativo para W. bancrofti (CHANDRASHEKAR et al., 1994;
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LAMMIE et al., 2004; WEIL et al., 2011). J& o antigeno WhSXP-1 é sintetizado pelo gene
ortdlogo presente em W. bancrofti do gene SXP-1 oriundo da B. malayi. Tal antigeno foi
utilizado no desenvolvimento de um ensaio imunoenzimatico anti-WbSXP-1 1gG4 ELISA, no
qual 100% dos pacientes com infec¢do bancroftiana foram identificados. Vale ressaltar que
pacientes endémicos normais (séo pessoas sem a doenga que moram em regides endémicas) e
portadores de patologia cronica ndo foram detectados neste estudo (RAO et al., 2000). Porém,
apesar do progresso, ainda ndo foi comercializado nenhum teste de captura de anticorpo com
esse antigeno.

Dando continuidade as andlises da biblioteca de cDNA de B. malayi, o antigeno
recombinante BmR1 foi selecionado e em ensaios de ELISA mostrou uma sensibilidade
maior que 90% quando testado com amostras de soro de pacientes microfilarémicos
infectados com B. malayi e B. timori (LAMMIE et al., 2004). Esse antigeno também originou
0 teste cromatografico Brugia Teste Rapido (Brugia rapid dipstick test), que reconhece
anticorpos 1gG4 presentes no soro de pacientes. Nos individuos testados, tanto
microfilarémicos quanto amicrofilarémicos foram positivos, enquanto que individuos nédo
endémicos foram negativos. Além disso, também foi verificado que a infeccdo por B. timori é
detectada por esse ensaio (SUPALLI et al., 2004).

Mais recentemente, a proteina Wb14 oriunda de W. bancrofti também foi avaliada
guanto ao seu potencial de reconhecimento por anticorpos no soro de pacientes com FL e foi
verificada uma acuracia de 96,67%. Além disso, quando comparado ao CELISA, apresentou
sensibilidade similar e especificidade superior. Entretanto, 0 ELISA anti-Wb14 precisa ser
avaliado com amostras de soro de outros filarideos e vermes proximos como O. volvulus, Loa
loa, B. malayi e B. timori para verificar se existe reacao cruzada entre esses vermes (PASTOR
etal., 2018).

2.4.2b Pesquisa de antigenos circulantes

Quando se trata de diagnosticos de captura de antigeno, deve-se ter em mente que eles
utilizam anticorpos monoclonais e policlonais dirigidos contra antigenos dos vermes que
circulam no soro dos pacientes (SMALL; TISCH; ZIMMERMAN, 2014).

Testes disponibilizados comercialmente

As tecnicas sorologicas que fazem a deteccdo de antigenos disponiveis
comercialmente sdo o teste Og4C3-ELISA (Elabscience® ELISA Diagnosis | ISO Accredited
ELISA Kits) (MORE; COPEMAN, 1990) e o POC-ICT (BinaxNOW, Binax, Inc., Maine,


https://www.elabscience.com/elisa_kits-61.html
https://www.elabscience.com/elisa_kits-61.html

28

USA) (WEIL et al.,, 1997), atualmente substituido pela tira de teste de filariose (FTS)
(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2016). Estes testes foram desenvolvidos durante
a década de 90 e representaram um importante avanco no diagnostico da FL (MORE;
COPEMAN, 1990).

O teste Og4C3-ELISA (JCU Tropical Biotechnology Pty. LTDA, Townsville,
Queensland, Australia), utilizado em grandes demandas, baseia-se na técnica de ELISA do
tipo sanduiche, a qual é empregada um anticorpo monoclonal de classe IgM, proveniente do
verme bovino Onchocerca gibsoni (TropBio 1996). Os cientistas notaram que esse anticorpo
reconhecia os antigenos de W. bancrofti existentes nas amostras de pacientes infectados
(MORE & COPEMAN, 1990). Ja o cartdo POC-ICT e a FTS sdo produzidos utilizando o
anticorpo monoclonal AD12.1, da classe 1gGl, produzido a partir do extrato do verme
Dirofilaria imitis. Os anticorpos no teste POC-ICT detectam no soro humano antigenos
soltveis de W. bancrofti de até 200 kDa de tamanho, provenientes principalmente dos vermes
adultos que habitam nos vasos linfaticos (SMALL; TISCH; ZIMMERMAN, 2014). Este
diagnostico foi produzido para ser aplicado em campo no PGEFL, devido a sua praticidade e
sem necessidade de pessoas especializadas para realiza-lo. Evidéncias afirmam que o mesmo
é 100% especifico e altamente sensivel, mas foi comprovado que existe reacdo cruzada com
antigenos de Loa Loa em zonas endémicas da Africa. Em areas onde ha apenas infecgio por
W. bancrofti isso ndo é um problema. O FTS (The Alere Filariasis Test Strip) foi
desenvolvido pela mesma empresa que o POC-ICT (Alere) e verificou-se 99% de
concordancia entre os dois testes, mas o FTS teve maior sensibilidade em baixa antigenemia,
além de ser mais vantajoso por ser mais barato e duravel que o POC-ICT (GORDON;
JONES; MCMANUS, 2018).

Testes em pesquisa

Apesar do Og4C3 e do cartdo FTS ja estarem estabelecidos no mercado, ainda ndo
existe de fato um diagnéstico 100% eficaz, motivando varias pesquisas na area em busca de
um melhor teste de captura de antigenos. Esses dois métodos possuem desvantagens como
falta de estabilidade e especificidade, além de possuirem alto custo, por serem importados
(RAVISHANKARAN et al., 2014).
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Um trabalho pioneiro desenvolveu anticorpos policlonais contra as proteinas BmSXP-
1 e WbSXP-1, mostrando ser competentes em reconhecer 0s antigenos nos soros de pacientes
infectados com B. malayi e W. bancrofti (LALITHA et al., 2002). Soros de camundongos e
coelhos anti-BmSXP-1 foram primeiro utilizados para desenvolver um ELISA sanduiche
(LALITHA, 2002). Quando os soros de pacientes infectados com W. bancrofti e B. malayi
foram testados, os individuos microfilarémicos de ambas infec¢Bes apresentaram positividade
semelhante. No entanto, quando outros grupos de pacientes foram testados, observou-se maior
sensibilidade para Wb e maior especificidade para Bm (LALITHA, 2002). Mais
recentemente, anticorpos monoclonais especificos contra 0 BmSXP foram otimizados com a
tecnologia de Phage Display usada por dois trabalhos independentes (RAHUMATULLAH et
al., 2015, OMAR; HAMIDON; YUNUS, [s.d.]) No primeiro, uma biblioteca imune de scFv
foi gerada a partir do sangue de doadores infectados por LF, resultando em seis anticorpos
monoclonais identificados contra 0 BmSXP (RAHUMATULLAH et al., 2015). Um destes
clones (5B) foi utilizado em combinagdo com anti-BmSXP policlonal em sanduiche ELISA.
Foi positivo para todos os soros 34/34 de pacientes com microfilariase bancroftiana
(RAHUMATULLAH et al., 2019). O segundo estudo realizou a selecdo e geracdo de
anticorpos Fab contra BmSXP através da biblioteca de doadores de sangue da China, india e
Malésia. Aqui, os oito clones obtidos foram expressos, purificados e analisados. Eles foram
capazes de se ligar ao BmSXP, mesmo em sua forma soltvel, aumentando a possibilidade de
sucesso em aplicacdes futuras (OMAR; HAMIDON; YUNUS, [s.d.]).

Quanto a proteina homoéloga da BmSXP de W. bancrofti, a WbSXP, esta é
reconhecida por anticorpos no soro dos pacientes infectados, tanto em infecgfes de B. malayi
quanto de W. bancrofti (LALITHA, 2002; RAO et al., 2000). Entretanto, pelo o fato da
pesquisa de anticorpos circulantes nao assegurar se a infeccao é ativa ou passada, optou-se por
utilizar a WbSXP-1 para producéo e avaliacdo de anticorpos monoclonais. No primeiro relato,
pacientes com FL foram identificados por anticorpos monoclonais contra WbhSXP-1, mas
testes com relagdo a outros helmintos ndo foram realizados (JANARDHAN et al., 2011).
Posteriormente, também houve producdo de anticorpos monoclonais que detectaram de forma
eficiente a proteina nativa de microfilarias, a proteina na sua forma recombinante bem como o

antigeno circulante no soro de pacientes com FL (PANDEY et al., 2011).

Outra proteina alvo investigada para testes de captura de antigenos foi a Shp-1, que

por ser abundantemente expressa na bainha microfilarial e também em vermes adultos,
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poderia ser um importante indicador de infeccdo. A literatura relata que essa proteina possui
papel na modulacdo imunoldgica apresentando uma resposta do tipo 1gG4 nos individuos
microfilarémicos assintomaticos, enquanto que nos sintomaticos o tipo de resposta foi 1gG1.
O ensaio de captura de antigeno demonstrou que os individuos microfilarémicos apresentaram
maior reatividade, seguidos de individuos com patologia cronica e endémicos normais,
produzindo resultados semelhantes aqueles encontrados para o teste Og4C3. Além disso, foi
demonstrado que este ensaio consegue detectar tanto infeccdes de B. malayi quanto de W.
bancrofti, devido a similaridade da proteina Shp-1 nos dois vermes (JAWAHARLAL et al.,
2014).

Em 2016, um ensaio imunoenzimatico de captura de antigeno foi desenvolvido
utilizando anticorpos produzidos contra as proteinas SXP-1, VAH e ALT-2. Varias
combinagbes de anticorpos foram testadas e o conjunto SXP-1 e VAH reconheceu quase
100% de individuos microfilarémicos portadores de infec¢do com B. malayi ou W. bancrofti.
Esse ensaio tem capacidade de diferenciar individuos com infeccdo ativa daqueles com
infeccdo cronica por meio da deteccdo de antigenos filariais  circulantes
(RAVISHANKARAN et al., 2016).

2.5 O antigeno Wh14

A proteina escolhida para o desenvolvimento de um teste diagnostico de captura de
antigeno proposto por esse trabalho foi a Wh14. Um estudo preliminar mostrou que este
antigeno apresentou consideravel reconhecimento antigénico pela IgG humana total em
pacientes microfilarémicos (PANDIARAJA et al., 2010a). Somado a isso, a proteina Wb14
recombinante foi mais recentemente avaliada em um ELISA de captura de anticorpos anti-
Whb14 pela equipe ligada a este trabalho (PASTOR et al., 2018). Este ensaio demonstrou
sensibilidade e especificidade semelhantes aos testes Og4C3 e ICT e maior especificidade
quando comparado ao teste comercial Bm14 CELISA, utilizado pelo Servi¢o de Referéncia
Nacional em Filariose Linfatica (SRNF-FIOCRUZ-PE). Apesar dos resultados promissores
do ELISA anti-Wb14, é necessario analisar este antigeno frente a infeccbes com outros
parasitas como O. volvulus, L. loa, B. malayi e B. timori para verificacdo de reacdo cruzada
(PANDIAJARA et al, 2010a, PASTOR et al, 2018).

O primeiro relato da proteina Wb14 foi em uma analise do polimorfismo e

conservacao da estrutura da WbhSXP-1, no qual foi descoberto que as duas diferiam pelo fato
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da primeira possuir um codon de parada na posi¢cdo 461 do gene. As duas proteinas
compartilham 98% de homologia na sequéncia nucleotidica além de possuirem homologia aos
genes SXP de parasitas associados, como B. malayi (Bm14 e SXP-1), O. volvulus (Ov17) e
Ascaris suum (As14) (PANDIARAJA et al. 2010). A proteina Wh14 pertence a uma familia
de proteinas dos nematodides que sdo considerados fortes imundgenos em infecgdes
parasitarias (RAO et al., 2000). A proteina recombinante originalmente avaliada apresentava
153 aminoacidos e peso molecular de 23 kDa (PANDIARAJA et al., 2010). Ja a proteina
avaliada no trabalho que precedeu esta proposta demonstrou um tamanho em gel desnaturante
de poliacrilamida de 17 kDa (PASTOR et al., 2018), mas os dois trabalhos possuem
diferencas no vetor de expresséo utilizado.

Dada a necessidade de um teste que reconheca um individuo com infeccdo ativa,
somado aos resultados promissores da Whb14 recombinante, esta surge como um alvo
promissor para o desenvolvimento de um teste diagndstico de captura de antigeno, sobretudo
um teste espécie-especifico nacional e de custo reduzido. Além de diminuir os gastos dos
cofres publicos nacionais com a compra de insumos diagnésticos, contribuiria de forma mais

econémica com o PGEFL na verificacdo de inquéritos populacionais.
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3. JUSTIFICATIVA

No presente estudo, foi avaliado o potencial de reconhecimento da proteina rWb14 por
anticorpos monoclonais e policlonais produzidos anteriormente para o desenvolvimento de
um teste de captura de antigenos para o diagnostico da FL provocada por W. bancrofti. Tal
proteina ainda ndo foi explorada para o teste de captura de antigenos, e como visto
anteriormente, a mesma apresentou resultados promissores quando usada no teste de captura
de anticorpos (PANDIAJARA et al., 2010; PASTOR et al., 2018).

Desenvolver um teste diagnéstico para a FL é crucial para a vigilancia epidemiolégica
e manejo clinico apropriado (VIGILANCIA, 2016). Diagndsticos sensiveis sdo importantes
nesta fase de eliminagdo, dada a diminuigcdo da microfilaremia nos pacientes acometidos. Os
testes utilizados pelo PGEFL, ELISA Og4C3 e POC-ICT, sdo para capturar antigenos,
entretanto ndo sdo espécie-especificos e permanecem apresentando resultados positivos por
anos, até mesmo em pacientes curados (LAMMIE et al., 2004; MORE; COPEMAN, 1990;
WEIL et al., 1997).

Outro fator importante a ser considerado é que por fazer parte da trajetéria de
imigrantes de alguns paises endémicos da Africa (Senegal, GAmbia, Gana), Caribe e outros da
América Central, como Republica Dominicana e Haiti, Asia (Bangladesh e india), o Brasil
pode voltar a ter areas de transmissibilidade ativa da FL bancroftiana. Acredita-se que
aproximadamente 42 mil imigrantes instauraram-se em terras brasileiras, onde a principal
porta de entrada € a cidade de Rio Branco, Acre. Corroborando essa preocupagdo, um estudo
concluiu que cerca de 4% dos imigrantes analisados apresentaram positividade em todos 0s
diagndsticos para essa doenca, alertando assim para a a¢do imediata da vigilancia no controle
imigracional (NUNES et al., 2016). Um método diagnostico brasileiro de custo reduzido
facilitaria a disponibilidade de testes para triagem da populacdo, além de diminuir gastos na
compra de insumos.

E por altimo, o setor de Pesquisa e Desenvolvimento (P&D) em Biotecnologia aparece
como um setor favoravel, quando se trata de avancos cientificos e tecnoldgicos. O campo de
producdo diagnostica é bastante dindmico e movimenta no mundo cerca de 25 bilhdes de
dolares a cada ano (GADELHA et al., 2008). Os anticorpos monoclonais e policlonais
avaliados aqui poderdo ser utilizados em técnicas diagnosticas avancadas, e ainda ser

aplicados em outras pesquisas do ramo. Tais avancos visam diminuir a dependéncia
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tecnologica do Brasil no setor de imunodiagndstico, assim como gerar avango para a

biotecnologia nacional.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar a eficacia de anticorpos monoclonais e policlonais contra rWbl4 para o

desenvolvimento de um teste de diagndstico para a Filariose linfatica.

4.2 Objetivos especificos

a) Produzir anticorpos monoclonais em larga escala e purificar anticorpos policlonais
contra a rwh14;

b) Produzir o extrato proteico do verme adulto W. bancrofti;

c) Testar a eficiéncia dos anticorpos monoclonais, policlonais e do soro de pacientes
positivos para FL em reconhecer o antigeno rWb1l4 e a Wb14 nativa no extrato
proteico filarial;

d) Padronizar um ELISA sanduiche para a deteccdo da rwWb14;

e) Testar o ELISA padronizado com o painel de soro de pacientes com filariose e
controles do SRNF, IAM-FIOCRUZ-PE.
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5. METODOLOGIA
5.1 Expressdo da proteina recombinante Wb14

De acordo com PASTOR et al 2018, a sequéncia de aminoacidos da proteina Wh14
nativa foi identificada no banco de dados do Broad Institute e foi traduzida com a ajuda do
programa Gene Designer 2.0. A sequéncia nucleotidica da proteina recombinante (rWh14) foi
enviada para sintese comercial pela empresa GeneArt Gene Synthesis (Invitrogen) e clonada
no vetor comercial de expressdo pRSET-A (Invitrogen®) (PASTOR et al., 2018). Para sua
expressdo, bactérias quimiocompetentes Escherichia coli BL21 star (Invitrogen®) foram
transformadas por choque térmico com a construcdo pRSET-A acrescido do gene da rwWh14.
Para expressar a proteina recombinante foi feita inducdo em larga escala, na qual foi utilizada
uma aliquota de 100 uL da bactéria anteriormente transformada em 20 mL de meio LB
liquido acrescido de ampicilina (LB/Amp) na concentracdo de 50 ug/mL (pré inéculo). Tais
bactérias foram mantidas durante a noite a 37°C sob agitacdo de 180 rpm. No dia seguinte, a
cultura foi inoculada em 500 mL de meio LB/Amp e acompanhada sob afericdo no
espectrofotdbmetro (comprimento de onda de 600 nm) até atingir a densidade 6tica de 0,6 (OD
600nm). Entdo, foi adicionado ao meio o indutor da sintese proteica, o IPTG (isopropil-p-D-
tio-galactosideo - Sigma-Aldrich®), a 100mM e o crescimento foi mantido por 2h30 minutos
a 30°C e 180 rpm. A visualizacdo da expressdo da proteina foi feita através da eletroforese em
gel de SDS-PAGE 20% (VESTERBERG, 1993).

5.2 Purificacé@o da proteina recombinante Wb14

A cultura bacteriana foi centrifugada a 10.000 rpm durante 10 minutos/4°C, o
sobrenadante foi desprezado e o sedimento bacteriano ressuspendido em 20mL de tampao de
lise (50mM Tris-HCL, 300mM NaCl, 20mM Imidazol, pH 8,0), sendo entdo submetido a um
processo de sonicacdo para garantir a lise das bactérias (6 pulsos de 30 segundos com
intervalos de 1 minuto). A purificacdo da rwh14 foi realizada através de cromatografia de
afinidade por ions metalicos imobilizados (IMAC), na qual uma resina de agarose com niquel
imobilizado Ni-NTA-Agarose (Qiagen) separa as proteinas heterélogas do restante das
moléculas produzidas pelas bacterias, devido a afinidade com a cauda de histidina adicionada
pelo vetor (CHEUNG; WONG; NG, 2012). O produto sonicado foi incubado com 300 uL de
resina sob agitacdo por uma hora a 4°C, e posteriormente centrifugado a 5.000 rpm por 5
min/4°C. Entdo, 100 pL do sobrenadante foi reservado e o restante descartado. Depois disso, 0

sedimento de proteina mais resina foi ressuspenso com 500 pL de tampdo de lavagem e
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submetido a 5.000 rpm por 2 min, cinco vezes seguidas, para que todo contaminante fosse
retirado e na Gltima lavagem o sobrenadante foi guardado a -20°C. Subsequentemente, foi
adicionado 500 uL de tampao de eluicdo, e a mistura foi incubada sob agitacdo a 4°C por uma
hora, etapa que foi repetida por 30 minutos, sendo o eluato estocado a -80°C. Para
confirmacéo da purificacdo da proteina rwh14, esta foi submetida a eletroforese em gel SDS-
PAGE 20%.

5.3 Purificacéo de anticorpos policlonais

Os anticorpos policlonais utilizados nesse trabalho foram obtidos previamente por
PASTOR el al.,, 2017. Coelhos brancos sadios com cerca de trés meses de idade foram
primeiramente imunizados com uma solucdo contendo 25 pg da proteina administrada em
combinacdo com 300 ul de adjuvante completo de Freud (Sigma) por via subcutanea.
Subsequentemente, foram realizadas 3 imunizacGes com intervalos de 15 dias, seguidas de
sangria total. O soro dos coelhos foram aliquotados e mantidos a -80° C. Todos o0s
procedimentos foram realizados de acordo com as exigéncias do Comité de Etica para Uso de
Animais (CEUA) da Fundacdo Oswaldo Cruz — FIOCRUZ, sob o numero 49/2013. Para
purificar os anticorpos foi necessario fracionar 150 ug da rwb14 em gel SDS-PAGE 20%, e
transferi-la para uma membrana de PVDF (Fluoreto de Polivinilideno, Immobilon-P,
Millipore Corporation) nas dimensdes do gel. A membrana foi entdo corada com Ponceau S
0,2% (Sigma-Aldrich) em solucédo de &cido tricloroacético (1%) e a banda que corresponde a
proteina rWh14 foi cortada em pequenos pedacos e posta em um tubo de 1.5 mL e depois
submetida a trés lavagens com PBS, durante 10 minutos cada. Subsequentemente, a
membrana foi blogueada com solucdo de leite 5% em PBS/Tween-20 0,5% durante 30
minutos a 4°C. A solucédo bloqueadora foi entdo removida e os segmentos da membrana foram
submetidos a trés lavagens com 1 mL de PBS/Tween-20 durante 10 minutos. Entdo, foram
adicionados 1 mL de soro de coelho com os anticorpos policlonais especificos contra rwh14
(produzidos anteriormente). Os anticorpos permaneceram em incubacdo com os fragmentos
da membrana por 48h a 4°C, sob agitacdo. Depois disso, os cortes foram novamente lavados
trés vezes com 1 mL de PBS/Tween 20 por 10 minutos. Entdo, os anticorpos ligados a
membrana foram eluidos com 200 uL de solugdo de glicina-HCL 0,1 M, pH 2,5 em
temperatura ambiente com forte agitacdo durante cinco minutos, seguido de centrifugacdo a
12.000 RPM durante dois minutos. O eluato contendo os anticorpos foi transferido para um

novo tubo, neutralizado com 20 uL de tris-HCL 1M pH 8,0 e posteriormente armazenado em
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aliquotas a -80°C. Para verificar o rendimento dos anticorpos purificados foi feita uma divisao

da concentracdo final dos anticorpos dividido pelo volume inicial utilizado.
5.4 Manutencéo dos hibridomas em cultura e concentracéo de anticorpos monoclonais

Os dois clones de hibridomas produtores de anticorpos monoclonais utilizados
nesse trabalho foram obtidos por PASTOR et al,. 2017 e SILVA, 2017: séo eles 1H10 e 3G8
da classe IgGl. Para cultivar os hibridomas produtores desses anticorpos foi utilizado
primeiramente o meio RPMI 1640 (“Rothwell Park Memorial medium” - GIBCO),
suplementado com soro fetal bovino (SFB) a 10% (Myoclone GIBCO), 2 mM L-Glutamine
(GIBCO), 0,ImM aminoécidos ndo essenciais (GIBCO), além de 1 % de
penicilina/estreptomicina. Posteriormente, quando as células estavam bem estabelecidas, o
meio foi substituido gradativamente pelo meio hibridoma (GIBCO), suplementado com 2 mM
L-Glutamine (GIBCO). As células foram mantidas em suspensdo estacionaria dentro de
garrafas de cultura de células em estufa a 37°C com uma atmosfera de 5% de CO,. Apos
alguns dias, 50ml do sobrenadante das células produtoras dos dois anticorpos monoclonais foi
recolhido e concentrado utilizando o concentrador Amicon® Stirred Cell 50ml (Merck
Millipore). Ap6s o volume de meio ser adicionado ao concentrador, este foi submetido a
centrifugacdo 14.000g durante 15min. Por Gltimo o concentrado foi recolhido e armazenado a
-20°C e depois submetido a separacdo eletroforética. Para verificar o rendimento dos
anticorpos monoclonais concentrados foi feita uma divisdo da concentragdo final dos

anticorpos dividido pelo volume inicial utilizado.
5.5 Extrato proteico de Wuchereria bancrofti

Para fazer o extrato protéico de W. bancrofti, dois vermes adultos fémeas foram
ressuspendidos em 100ul de tampdo de amostra para SDS-PAGE, seguido de aquecimento da
amostra durante 5 minutos a uma temperatura de 100° C. O processo de ressuspensdo foi
entdo repetido durante 30 segundos e a amostra submetida a vapor por mais 2 min/100°C.
Para garantir a lise total do verme, o volume foi ressuspendido durante 30 segundos com
subsequente aquecimento durante 1 minuto. O extrato do verme foi aliquotado e armazenado

a -80°C, para posterior separacdo eletroforética em gel SDS-PAGE.
5.6 Eletroforese em gel SDS-PAGE

Para separar, detectar ou quantificar a expressdo e purificacdo da proteina rwhbl4, os

anticorpos monoclonais concentrados, anticorpos policlonais purificados, 0 extrato proteico
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de W. bancrofti e o soro de pacientes positivos e ndo endémicos para filariose, foi realizada a
técnica de eletroforese em gel SDS-PAGE. Um volume de 5 pL do tampdo de amostra para
SDS-PAGE contendo beta-mercaptoetanol foi adicionado as amostras analisadas. Para
promover a separacdo das mesmas, a corrida eletroforética foi realizada numa tensdo de
300V, 35mA, durante 1 hora e 40min com posterior visualizagdo das bandas devido a
coloragéo em corante Azul de Coomassie, submetido a agitagdo por 20 minutos, seguido de
descoloracdo em solucdo de &cido acético e metanol. A quantificacdo das bandas foi feita a
partir da comparagdo com um padrao de massa utilizando a albumina sérica bovina (BSA) nas
quantidades de 0,25, 0,5, 1,0, ¢ 2,0 ug, ¢ marcadores de peso molecular (GE Healthcare). A
quantificacdo das proteinas foi realizada através do software Kodak ID image analysis

(Rochester,New Your, EUA), segundo a densitometria do gel.
5.7 Western blotting

Para os ensaios de Western blotting, foram utilizadas as seguintes amostras: rwhb14
purificada, o extrato de E. coli sem plasmideo, o extrato protéico de verme adulto de W.
bancrofti, o soro de pacientes microfilarémicos, e os soros de individuos negativos para FL do
estado de Belo Horizonte (considerado ndo endémico). As amostras foram fracionados em
gel SDS PAGE 20% e transferidos para membranas de PVDF (Fluoreto de Polivinilideno,
Immobilon-P, Millipore Corporation) em sistema de transferéncia semi-seco. Na primeira
etapa, as membranas foram entdo bloqueadas em solucdo de leite 5% em TBS/Tween-20
(20mM Tris, 500mM NaCl, Tween 20 1% pH 7,5) por 1 hora. Posteriormente, foram
incubadas durante a noite com 0s soros, anticorpos monoclonais concentrados ou policlonais
purificados utilizando dilui¢des variadas. Entdo, as membranas foram lavadas por 10 minutos,
trés vezes, com TBS/Tween-20 0,5%. Em seguida, uma nova incubacdo de 1 hora foi
realizada com o segundo anticorpo anti-lgG de coelho marcado com peroxidase (Jackson
Immunoresearch Laboratories), anti-lgG camundongo (Sigma-Aldrich), ou anti-IgG humano,
de acordo com o anticorpo primario utilizado, na diluicdo de 1:10.000. Decorrido esse tempo,
foram novamente lavadas trés vezes com TBS/Tween 20 0,5% por 10 minutos. Apos as
lavagens, as membranas foram incubadas durante 3 minutos em uma solucdo de
quimiluminescéncia comercial (Immobilon Forte Western HRP substrate - Millipore), seguida

de revelacdo em equipamento iBright CL1000 (Invitrogen).
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5.8 ELISA sanduiche para detec¢do da rwhbl4

Um ELISA sanduiche foi padronizado utilizando quatro combinagfes diferentes de
anticorpos policlonais e monoclonais tanto na captura quanto na deteccdo. S&o elas:
policlonal-1H10, policlonal-3G8, 1H10-policlonal e 3G8-policlonal. Para isso, placas de
poliestireno (Corning 3690, Costar, USA) foram revestidas com 100 ng/ul de anticorpos
policlonais ou monoclonais diluidos em tampédo carbonato/bicarbonato 0,1 M, pH 9,6 e
incubadas durante a noite a 4°C. A placa foi lavada cinco vezes com PBS com 0,05% Tween-
20 e blogueadas com PBS com 5% leite por 2 horas. Ap6s o bloqueio, novas lavagens foram
realizadas e entdo os pocos foram incubados com a rWhb14. Para saber qual é o limite de
deteccdo do sistema, foram utilizadas diluicbes da proteina desde 100ng/pogo a 100 ft/poco.
Foram entdo adicionados os anticorpos policlonais ou monoclonais, também na concentracdo
de 100 ng/uL por poco, e a placa foi incubada por uma hora a 37°C. Um anticorpo secundario
associado a peroxidase foi adicionado numa diluicdo de 1:15.000, seguido de adi¢cdo do
substrato BD OptEIATM TMB (BD Biosciences, USA) por 15min a temperatura ambiente.
Entéo, a reacdo foi interrompida com 25 pl/pogo de 1N H>SO4 seguida da leitura das placas a
450 nm usando o espectrofotometro de microplaca Benchmark Plus (BIORAD, USA) e o0s
resultados expressos em densidade 6ptica (OD). O branco da reagdo consiste em uma solugédo
de PBS/0,5% leite, o diluente do antigeno.

5.9 Aspectos éticos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Aggeu
Magalhdes, FIOCRUZ-PE (CEP - 45085215.0.0000.5190).

5.10 Deteccéo de antigeno filarial circulante Wb14 nos soros dos pacientes

O antigeno filarial circulante em soro clinico foi analisado através do ELISA
sanduiche. Foram utilizados 25 soros de pacientes do banco de amostras bioldgicas do
SRNF/Fiocruz-PE (CEP - 45085215.0.0000.5190) (ROCHA et al., 2009). Elas foram
selecionadas de acordo com avaliacdo clinica e parasitoldgica, e entdo divididas em cinco
grupos, como segue: MF - individuos microfilarémicos (positivos para FL) (n=5); NEN- néo
endémicos normais (individuos normais de regibes ndo endémicas, os soros utilizados nos
experimentos foram de pacientes da cidade de Belo Horizonte) (n=5); ST - individuos
Strongyloides positivos (n=5) além de outros parasitas intestinais; PatCr — individuos com

patologia cronica (n=5); EN - endémicos normais (individuos normais de regiGes endémicas)
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(n=5). As andlises desses soros foram realizadas pelo servi¢co de referéncia em FL do Aggeu
Magalhaes, através da pesquisa de microfilarias pela técnica de filtracdo em membrana de
policarbonato, pesquisa de antigenos nos testes POC-ICT e ELISA 0g4C3, e pesquisa de
anticorpos com teste Bm14. O ELISA realizado nessa etapa do projeto diferiu apenas na
amostra a ser testada, ou seja, ap6s o bloqueio com PBS/5% leite, ao invés da rwbl4 em
variadas diluicdes, os pocos foram incubados com soros humanos na diluigdo 1:10 (em
PBS/0,05% leite), durante 1 h seguido de incubacdo com anticorpos durante 1h a 37°C, e
processados como descrito anteriormente. As reagdes foram reveladas e a leitura realizada no
espectofotdmetro a 450 nm no leitor de microplaca Benchmark Plus (BIORAD, USA). O
grupo MF é composto por amostras consideradas verdadeiros positivos, enquanto o NEN é
composto pelos verdadeiros negativos. O grupo ST pretende verificar a possibilidade de
reacdo cruzada com Strongyloides e o PatCr foi utilizado para verificar a manutengdo do
antigeno no soro dos pacientes cronicos. Por fim, o grupo EN visa verificar se o0 ELISA

reconhece soro de moradores da Regido Metropolitana do Recife que nédo estdo infectados.
5.11 Analises estatisticas

Todos os graficos foram produzidos usando o programa GraphPad prism software,
version 6.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Os valores médios de OD para cada
amostra foram utilizados para calcular a resposta do antigeno Wb14, sendo o cut off a média
da OD do grupo NEN mais trés vezes o desvio padrdo da média desse mesmo grupo.
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6. RESULTADOS

6.1 Expressdo da proteina rwb14

No presente trabalho a rWhb14 foi expressa em E. coli BL21 com um marcador de poli-
histidina N-terminal, seguido de execucdo em gel SDS-PAGE para monitorar a integridade da
proteina. Como pode ser visto na figura 7, a proteina rwb14 foi visualizada com o tamanho
esperado de 17kDa apenas nos pocos referentes no extrato bacteriano submetido a inducéo da
expressdo por IPTG. Os pocos referentes a mesma cultura de bactérias antes do IPTG ser

adicionado, ndo apresentaram a proteina de interesse.

Figura 7: Expressdo em larga escala da proteina rwh14 fusionada a histidina.
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Fonte: A autora.

Legenda: Gel de SDS-PAGE 20% corado com Azul de Comassie. Esse experimento foi realizado em duplicata.
Os pocos pré-IPTG significam que ainda ndo esta ocorrendo a expressdo da proteina rWh14, enquanto que no
p6s-IPTG pode-se notar a proteina expressa na altura da seta. Os pesos moleculares estdo expressos em
kilodaltons (kDA) a esquerda. Marcador: LMW (Low molecular weight) GE Healthcare

6.2 Purificacdo da rwb14 por IMAC

A purificacdo da rwhbl4 foi feita imediatamente ap6s a inducdo em larga escala,
através da técnica de cromatografia de afinidade por metal id6nico (IMAC), seguido de
resolucdo em SDS-PAGE. A rWhb14 de aproximadamente 17 kDa aparece bem purificada sem
sinal de degradacéo na altura da seta com quantificagdo aproximada de 200ng/ul na eluigéo 1,
e 100 ng/ul na eluigéo 2 (figura 9), utilizando concentragdes de BSA conhecidas como padréo

de massa molecular. Problemas foram encontrados na elui¢do, pois fica claro que uma
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quantidade importante de proteina ficou retida na resina, bem como foi perdida no
sobrenadante descartado. Para experimentos posteriores, € recomendavel que a quantidade de

imidazol seja aumentada no tampao de eluicao.

Figura 8: Purificacdo da proteina rwh14.
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Fonte: A autora.

Legenda: Gel de SDS-PAGE 20% corado com Comassie Blue. A quantidade de proteina obtida foi quantificada
a partir da curva de BSA de concentracfes conhecidas. O sobrenadante é 0 meio contendo todas as proteinas,
Gltima lavagem da resina acoplada a proteina, resina de niquel que tem afinidade com a cauda de histidina da
proteina, e eluicdo 1 e 2 sdo as proteinas ja purificadas. O marcador de peso molecular utilizado foi o LMW
GE Healthcare. Do lado direito da foto estdo descritas as concentragdes de BSA utilizadas como referéncias para
a quantificagéo.

6.3 Purificacdo dos anticorpos policlonais contra rwb14

A proteina rWb14 pura foi utilizada no processo de purificacdo dos anticorpos
policlonais, que logo apds foram submetidos a corrida eletroféretica para entdo serem usados
na validagdo do ELISA sanduiche. Um comparativo entre o soro pré-imune do coelho com o
anticorpo policlonal foi feito no gel, no qual fica clara uma purificagéo eficiente, com menos
bandas inespecificas. Os anticorpos da classe 1gG sdo compostos por duas cadeias pesadas e
duas cadeias leves, essas caracteristicas podem ser notadas na altura da seta vermelha onde
aparecem as cadeias pesadas em torno de 65kDa, enquanto que as cadeias leves possuem
cerca de 25kDa na altura da seta amarela (Figura 10). Levando em consideracdo a curva de
BSA, através da intensidade da banda referente aos anticorpos, a quantificagdo resultou em

0,4 pg/uL, num volume final de 150 pL. Entdo, a partir de 1 ml do soro pds-imune foi
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possivel purificar 60ug de anticorpos policlonais anti-rwb14, com rendimento em torno de

0,06 pg/uL.

Figura 9: Purificacdo dos anticorpos policlonais produzidos em coelho contra a proteina
Wh14.
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Fonte: A autora.

Legenda: Gel de SDS-PAGE 20% corado com Azul de Comassie. A quantidade de anticorpo obtida foi
quantificada a partir dessa curva de BSA de concentragdes conhecidas. A seta vermelha indica a altura da cadeia
pesada do anticorpo policlonal, e a seta amarela indica a altura da cadeia leve do anticorpo. O marcador de peso
molecular utilizado foi o LMW (GE Healthcare). Do lado direito da foto estdo descritas as concentragdes de
BSA utilizadas como referéncias para a quantificagéo.

6.4 Concentracdo dos anticorpos monoclonais contra rwhb14

Os sobrenadantes das culturas dos hibridomas produtores dos anticorpos 1H10 e 3G8
foram recolhidos e concentrados para serem usados na padronizacdo do ELISA sanduiche. A
figura 11 mostra o padrdo de bandas dos dois anticorpos monoclonais, que foram utilizados
nas dilui¢cbes 1:10, 1:20 e 1:30, com o intuito de facilitar a quantificagdo. Assim como 0s
anticorpos policlonais, os monoclonais sdo compostos por duas cadeias pesadas e duas
cadeias leves, as cadeias pesadas também aparecem com tamanho em torno de 65kDa (seta
vermelha), enquanto que as cadeias leves possuem aproximadamente 25kDa (seta amarela)

(Figura 11). O 1H10 atingiu uma quantificagdo final de 6 pg/ul, enquanto o 3G8 apresentou 2
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pg/pl, num volume final de 1,5 ml. A partir de 12 ml de sobrenadante de cultura, foi possivel
concentrar 9 mg de anticorpo 1H10 e 3 mg de anticorpo 3G8, com eficiéncia de 0,75 pg/ul e a

0,25 pg/ul para cada um, respectivamente.

Figura 10: Anticorpos monoclonais anti-rWb14 1H10 e 3G8 purificados.
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Fonte: A autora.
Legenda: Gel de SDS-PAGE 20% corado com Azul de Comassie. A quantidade de proteina obtida foi
quantificada a partir dessa curva de BSA de concentragBes conhecidas. A seta indica o anticorpo purificado.

Marcador de peso molecular: LMW (GE Healthcare).

6.5 Producdo do extrato proteico de Wuchereria bancrofti.

Um passo importante nesse trabalho foi conseguir produzir o extrato proteico do
verme adulto de W. bancrofti, pois este é o primeiro relato na literatura. Até o momento,
outros trabalhos relataram a produgdo de extrato proteico apenas de microfilarias. Para
comprovacdo da integridade das proteinas presentes na mistura, uma aliquota de 10 ul foi
submetida a uma corrente constante para separacdo das proteinas em gel de poliacrilamida,

usando sempre como controle positivo a rwWb14.
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Figura 11: Extrato proteico do verme adulto de Wuchereria bancrofti.
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Fonte: A autora.
Legenda: Gel de SDS-PAGE 20% corado com Azul de Comassie. A seta vermelha do lado direito indica a

rwWb14. Marcador de peso molecular: LMW (GE Healthcare).

6.6 Deteccdo da rwhbl4 e da Wb14 no extrato proteico do verme adulto de W. bancrofti

pelos anticorpos policlonais

Primeiramente, os anticorpos policlonais purificados foram testados quanto a
capacidade de detectar o antigeno rwWh14 bem como sua forma nativa presente no extrato
proteico de verme adulto de W. bancrofti. Para isso foi feito um western blotting com as
diluicdes 1:200 e 1:3000 do anticorpo policlonal. O controle negativo utilizado foi novamente
0 extrato de E. coli sem plasmideo, e a rwWb14 como controle positivo. Na figura 13 A e B
abaixo pode-se perceber que o resultado esperado ndo foi obtido, visto que apesar dos
anticorpos serem bastante especificos para Wb14 e identificarem muito bem essa proteina no
seu estado recombinante, eles ndo reconheceram a Wb14 nativa no extrato do verme adulto.
Entretanto uma banda de aproximadamente 30kDa foi detectada na diluicdo 1:200, podendo

ser alvo de investigagdes posteriores em gel bidimensional (Figura 13A).
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Figura 12: Western blot utilizando anticorpos policlonais para a detec¢do da rWhb14 e da sua
forma nativa no extrato proteico de W. bancrofti.
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Fonte: A autora.

Legenda: As amostras utilizadas foram fracionadas em gel SDS-PAGE 20% e analisadas por Western blot
contra os anticorpos policlonais anti-rWhb14, na concentracéo de 1:200 e 1:3000. Os tamanhos do marcador de
peso molecular [LMW (GE Healthcare)] estdo expressos em kilodaltons (kDA) a esquerda.

O anticorpo monoclonal 1H10 diluido 1:50, 1:100 e 1:300, e 3G8 na diluigdo 1:50,
também foi testado quanto ao seu reconhecimento diante do antigeno recombinante e nativo.
Ao contrario do anticorpo policlonal que reconheceu uma banda de 30kDa (Figura 13A),
neste ambos monoclonais ndo apresentaram nenhuma deteccdo da Wb14 no extrato do verme

adulto, sendo reconhecida apenas a rwh14 em todas as diluigdes testadas (Figura 14).
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Figura 13: Western blot utilizando os anticorpos monoclonais 1H10 e 3G8 para a deteccdo da
rWh14 e da sua forma nativa no extrato proteico de W. bancrofti.
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Fonte: A autora.

Legenda: As amostras utilizadas foram fracionadas em gel SDS-PAGE 20% e analisadas por Western blot
contra os anticorpos monoclonais 1H10 e 3G8 anti-rwhb14, na concentracdo de 1:50, 1:100 e 1:300. Os
tamanhos do marcador de peso molecular [LMW (GE Healthcare)] estdo expressos em kilodaltons (kDA) a

esquerda.

6.7 Deteccdo da Wh14 nativa no soro de paciente microfilarémico pelos anticorpos anti-

rwhb14

O préximo passo do nosso trabalho foi verificar se tanto os anticorpos policlonais
quanto monoclonais tinham éxito no reconhecimento do antigeno nativo Wb14 circulante no
soro de pacientes microfilarémicos. Entdo para isso, o soro de um paciente microfilarémico e
um soro de paciente negativo (Habitante de uma regido ndo endémica para FL) foi separado
em SDS-PAGE e transferido para membrana de PVDF. O anticorpo policlonal foi
primeiramente testado, com uma quantidade de 50 pg/uL e 100 pg/uL. Apesar da alta
quantidade de anticorpo utilizada, resultados positivos no reconhecimento da proteina nativa
pelos anticorpos ndo foram obtidos, pois nenhuma banda foi observada nos pocos referentes

ao soro do paciente microfilarémico (Figura 15).
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Figura 14: Eficacia dos anticorpos policlonais frente ao antigeno Whb14 nativo no soro de
paciente.
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Fonte: A autora.

Legenda: As amostras utilizadas foram fracionados em gel SDS-PAGE 20% e analisadas por Western blot
contra os anticorpos policlonais anti-rwhbl14, na concentracdo de 50 pg/ul e 100 pg/upl. Paciente positivo:
Microfilarémicos; Paciente negativo: Ndo endémico; Extrato de E. coli: controle negativo; rWwhb14: controle. Os
tamanhos do marcador de peso molecular [LMW (GE Healthcare)] estdo expressos em kilodaltons (kDA) a
esquerda.

No caso dos anticorpos monoclonais, foi utilizada a menor diluicdo 1:50, entretanto
também ndo foi observado no extrato do verme nenhum reconhecimento, apenas a proteina
rWh14 nos dois anticorpos testados (Figura 16).
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Figura 15: Eficacia dos anticorpos monoclonais frente ao antigeno Wb14 nativo no soro de
paciente.
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Fonte: A autora.

Legenda: As amostras utilizadas foram fracionadas em gel SDS-PAGE 20% e analisadas por Western blot
contra os anticorpos monoclonais 1H10 e 3G8 anti-rWhb14 na diluico 1:50. Paciente positivo: Microfilarémicos;
Paciente negativo: Ndo endémico; Extrato de E. coli: controle negativo; rWh14: controle positivo. Os tamanhos
do marcador de peso molecular [LMW (GE Healthcare)] estéo expressos em kilodaltons (kDA) a esquerda.

6.8 Reconhecimento da rWb14 e da Wb14 nativa no extrato protéico de W. bancrofti

pelos anticorpos do soro de pacientes microfilarémicos

A fim de verificar se os anticorpos circulantes no soro de pacientes microfilarémicos
reconheciam efetivamente a proteina Wb14 nativa no extrato proteico do verme adulto, foi
feito um western blotting. As proteinas do extrato foram novamente separadas em gel de
poliacrilamida e a proteina recombinante foi utilizada novamente como controle positivo. Um
pool de soros de pacientes microfilarémicos com alta titulacdo de anticorpos, bem como
positivos em todas as técnicas de diagndstico para FL, foi utilizado como anticorpo primario
numa diluicdo de 1:2.000. Como anticorpo secundario foi usado o anti-lgG total humano
(Jackson Immunoresearch Laboratories) na diluicdo 1:10.000. Na figura 17A pode-se
perceber que os anticorpos contidos no soro dos pacientes conseguem detectar a rWhb14,

porém ndo ha indicios da mesma quando observamos o poco referente ao extrato de verme
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adulto da W. bancrofti. No entanto, imediatamente abaixo da banda de 17kDa aparece no
extrato uma banda de aproximadamente 14 kDa, aparentando ser importante na infeccdo

desses pacientes visto o forte reconhecimento dos anticorpos pela mesma.

Também foi feito um teste utilizando amostras com as mesmas condigdes citadas
imediatamente acima, utilizando agora um pool de soros de pacientes ndo endémicos, também
com diluicdo 1:2000, a fim de comprovar o resultado obtido acima (figura 17B). Como pode-
se observar na figura abaixo, ndo houve reconhecimento da proteina rwh14, bem como da sua

forma nativa no extrato de W. bancrofti.

Figura 16: Western blot do extrato de W. bancrofti com pool de soros de pacientes MF e NE.
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Fonte: A autora.

Legenda: As amostras utilizadas foram fracionadas em gel SDS-PAGE 20% e analisadas por Western blot
contra os anticorpos contidos no soro de paciente positivo para FL (painel a esquerda) e no soro negativo (painel
a direita), na diluicdo de 1:2000. A seta indica a proteina rwb14 reconhecida pelo soro microfilarémico. Os
tamanhos do marcador de peso molecular [LMW (GE Healthcare)] estdo expressos em kilodaltons (kDA) a
esquerda.

6.9 Curva de deteccdo do antigeno rwb14

Um ELISA sanduiche foi feito com varias concentracbes da rWhb14 para avaliar a
sensibilidade dos anticorpos monoclonais concentrados e policlonais purificados obtidos. Para
tal, os anticorpos foram testados em quatro combinagfes: primeiramente policlonal como
anticorpo de captura e os monoclonais na deteccdo (Poli-Ag-1H10 e Poli-Ag-3G8) e depois 0

contrario (1H10-Ag-Poli e 3G8-Ag-Poli). Os resultados mostraram que quando o monoclonal
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3G8 foi usado como captura em conjunto com o policlonal na deteccdo (3g8-Ag-Poli)
apresentou maiores valores de densidade Optica nas maiores concentragdes, revelando OD’s
de 0,7 e 0,6 nas concentra¢bes 100ng e 10 ng (sinalizado em amarelo na figura 18). O outro
monoclonal, 1H10, revelou valores semelhantes ao anterior, quando utilizado nos mesmos
padrdes. Quanto a proposta dos anticorpos policlonais na captura e monoclonais na detec¢éo,
ambos conjuntos (Poli-Ag-1H10 e Poli-Ag-3G8) revelaram OD’s positivas até a diluigdo de
10 pg, sendo que o Poli-Ag-1H10 manteve-se positivo até 1 pg da rWhb14, sendo assim a
combinagdo com a maior sensibilidade de todas (sinalizado em vermelho na figura 18).

Figura 17: Quatro combinag6es dos anticorpos monoclonais 1H10 e 3G8 e policlonais em
ensaios de ELISA sanduiche anti-rwhb14.
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Fonte: A autora.

Legenda: Os pogos da placa de ELISA foram revestidos com 100ng de anticorpos monoclonais 1H10 e 3G8 ou
100 ng de policlonais diluidos em tampdo carbonato/bicarbonato 0,1M, pH 9,6 seguido por incubacdo com
proteina rWbl4 em concentracdo variavel (100 ng a 100 fg). A ligagdo dos antigenos foi detectada por
anticorpos secundarios Anti-lgG de camundongo ou coelho ligados a peroxidase. O ensaio foi detectado
utilizando o substrato - TMB.

6.10 ELISA sanduiche para a deteccéo de antigeno nativo Wb14 circulante nos soros dos

pacientes.

Para detectar a presenca do antigeno nativo do verme circulante no soro dos pacientes,

foram testados os quatro tipos de ELISA sanduiche anteriormente padronizados. Pode ser
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observado abaixo que o sistema Poli-1H10 (Figura 19A) apresentou melhor deteccdo diante
das quatro possibilidades, em concordancia com o resultado apresentado imediatamente acima
(Unico conjunto que reconheceu a proteina na concentracao de 1 pg). Percebe-se que dois dos
cinco pacientes microfilarémicos foram positivos no teste, apesar de estarem perto da linha do
cut off (0 niUmero minimo para as amostras serem consideradas positivas) (Figura 19A).
Devido a isso, esse sistema se sobressai quando comparado aos outros apresentados, podendo
ser explorado mais adiante com um ndmero maior de amostras do SRNF/FIOCRUZ-PE. O
conjunto Poli-3G8 ndo apresentou resultados promissores visto que nenhum paciente dos

cinco grupos apresentou algum tipo de reconhecimento (Figura 18B).

O préximo passo consistiu em utilizar os anticorpos monoclonais 1H10 e 3G8 na
deteccdo, e os policlonais como captura. Ao analisar a figura abaixo (Figura 19 C/D), fica
clara a inexisténcia de reconhecimento da proteina nativa Wb14 nos pacientes dos cinco
grupos testados, apenas o controle positivo (rWb14). Nos graficos C e D, percebe-se que 0s
pacientes ndo endémicos apresentaram valores de densidade 6tica mais elevados do que 0s
individuos microfilarémicos, isso pode ter acontecido por que os soros que foram utilizados
estavam hemolizados, hipoteticamente isso pode ter levado a deteccdo inespecifica nesses
soros. Para confirmar essa hipétese, testes com soros sem hemdlise de individuos nao
endémicos deverdo ser feitos, acoplando a ajustes na metodologia como aumento da

concentracdo do bloqueio.

Para avaliar reacdo cruzada no teste foram utilizados soros de individuos
Strongyloides positivos, nota-se nos graficos abaixo que ndo houve positividade em nenhuma

das possibilidades.
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Figura 18: ELISA sanduiche anti-Wb14 com banco de amostras bioldgicas do
SRNF/Fiocruz-PE.
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Legenda: O cut off & o ponto em que as amostras sdo consideradas positivas. No eixo X estdo localizados os
cinco grupos de soros utilizados: MF: Pacientes microfilarémicos; NEN: N&o-endémicos; ST: Strongyloides
positivos; PatCr: Individuos com patologia crdénica; EN: Individuos endémicos normais; rWhbil4: Whb14
recombinante.
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7. DISCUSSAO

Nos paises que sdo endémicos para FL, ela é considerada a segunda doenca mais
transmitida por vetor. Essa doenca, que carrega consigo impacto de cunho social e
econdmico, provoca a desfiguragdo dos membros dos individuos acometidos além de levar ao
comprometimento fisico a longo prazo. Diagndsticos sensiveis e de baixo custo na deteccdo
da FL e no monitoramento da populagédo infectada sdo essenciais para uma vigilancia eficaz e
deteccdo precoce para contribuir com a erradicacdo da doenca, como preconiza a OMS
(RAVISHANKARAN et al., 2015, WHO, 2010). Anticorpos policlonais e monoclonais anti-
rWb14 foram avaliados neste trabalho para serem utilizados no desenvolvimento de um
ELISA de captura de antigenos. A melhor combinacdo encontrada foi aquela que usou o
anticorpo policlonal anti-rwWb14 como captura e o monoclonal 1H10 anti-rWb14 como
deteccdo. Esse sistema foi capaz de reconhecer 1pg da rWbl4 e 2/5 pacientes

microfilarémicos.

O diagnostico imunologico da FL surgiu para resolver problemas dos metodos
parasitoldgicos como a limitacdo no horario da coleta de sangue e melhora da sensibilidade.
Os primeiros testes de captura de antigenos foram desenvolvidos com anticorpos monoclonais
produzidos a partir de extratos proteicos de vermes, como o0 Og4C3 (MORE & COPEMAN,
1990) e o ICT (WEIL et al., 1997). Porém, com o avanco da biologia molecular os antigenos
recombinantes surgiram como uma alternativa para o desenvolvimento de diagnosticos
sensiveis para a FL, visando resolver problemas que existiam na producao do extrato, além da
reacdo cruzada com outros vermes. Dentre 0s que ja foram utilizados, destacam-se 0 BmSXP-
1 (LALITHA, 2002; RAHUMATULLAH et al.,, 2015; OMAR et al., 2018), WbhSXP-1
(LALITHA, 2002; PANDEY et al., 2011; VISHAL et al., 2014; RAVISHANKARAN et
al., 2014; RAVISHANKARAN et al., 2016), BmVAH (RAVISHANKARAN et al., 2016) e
BmALT-2 (RAVISHANKARAN et al., 2014).

Apesar desses avancgos, ainda existem problemas que devem ser resolvidos nos testes
de captura de antigenos como a presenca de uma antigemia positiva prolongada, aparecendo
mesmo ap0s expressivos tratamentos antifilariais. Isso leva a dificuldades na identificacdo de
pacientes com infeccdo ativa daqueles com infeccdo passada e de individuos ndo infectados,
porém expostos as larvas infectantes. Diante disto, a aplicacdo desses testes nos servigos de

monitoramento e controle da FL se torna limitada, ndo sendo util para avaliar o critério de
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cura de pacientes filarémico (FREEDMAN et al., 2001; SCHUETZ et al., 2000; WEIL;
RAMZY, 2007).

Diante do que foi citado anteriormente, no presente trabalho a proteina recombinante
utilizada foi a Wb14, uma forma naturalmente truncada da WbSXP-1 por apresentar um
cédon de parada na posi¢do do nucleotideo 460 do gene (PANDIARAJA et al., 2010). A
WbSXP-1 tem sido utilizada em varios trabalhos que visam produzir diagnésticos para FL,
mas a Wb14 ainda ndo tinha sido utilizada para o desenvolvimento de um teste para captura
de antigeno (LALITHA et al., 2002; JARNADHAN et al., 2010; RAVISHANKARAN et al.,
2015; RAVISHANKARAN et al., 2016). Ambas pertencem a uma familia de proteinas de
vermes nematoides identificada como imunogenos potentes frente a infeccdes parasitarias
(RAO et al., 2000). Além disso, foi relatado que a WhSXP-1 difere da Wb14 por uma regido
de 29 aminoéacidos no C” terminal que possui homologia com muitos patégenos, incluindo
algumas espécies de Plasmodium e Leishmania infantum, o que poderia aumentar a
reatividade cruzada (PANDIARAJA et al., 2010). No entanto, como nossos anticorpos foram

produzidos contra a Wb14 esse problema poderia ser resolvido.

Um trabalho precursor realizado pelo nosso grupo testou a Wb14 como alvo para um
teste de captura de anticorpos e observou que o ELISA anti-rWhb14 apresentou sensibilidade e
especificidade semelhantes aos testes utilizados no PGEFL (Og4C3 e POC-ICT), além de
melhor especificidade do que o ELISA Bm14 (kit comercial de captura de anticorpos).
Entretanto, para individuos Strongiloydes positivos houve reacdo cruzada, semelhante ao
Bm14. Além disso, o ELISA anti-rWb14 ainda nédo foi avaliado quanto ao reconhecimento em
outros organismos filarideos, como B. malayi e B. timori e reacdo cruzada para O. volvulus e
Loa loa. Apesar da reacdo cruzada com Strongiloydes, os resultados promissores de
sensibilidade estimularam a exploracdo do potencial dessa proteina no desenvolvimento de
um teste de captura de antigenos (PASTOR et al., 2018).

Quanto aos outros antigenos ja utilizados até hoje, o BmSXP-1 foi alvo para a
producdo de anticorpos policlonais que mostraram ser eficientes na detec¢do de antigenos
circulantes nos soros de individuos microfilarémicos. Estes reconheceram 30/34 infectados
com W. bancrofti e 25/30 parasitados com B. malayi (LALITHA et al., 2002). Quando esse
ELISA foi testado com outros grupo de soros, observou-se que nos infectados com B. malayi

2/22 pacientes cronicos e 1/10 endémicos normais foram positivos. Quando os infectados com
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W. bancrofti foram testados, 7/31 pacientes cronicos e 6/33 endémicos normais foram
reconhecidos. Nenhuma amostra de individuos ndo endémicos e com outros parasitas foi
considerada positiva (LALITHA, 2002). Esses resultados mostraram maior sensibilidade para
W. bancrofti e maior especificidade para B. malayi. No presente trabalho, os anticorpos
monoclonais e policlonais apresentaram reconhecimento efetivo pela proteina recombinante
Whb14, porém apenas dois de cinco dos soros microfilarémicos foram positivos na melhor
combinacdo. Para alcancar resultados mais robustos o nimero de amostras sera expandido em

analises posteriores, além de adequacgdes no protocolo do ELISA.

Pesquisadores com intencdo de melhorar a eficacia dos anticorpos monoclonais feitos
contra a BmSXP, utilizaram a técnica de Phage Display (RAHUMATULLAH et al., 2015;
OMAR et al., 2018). O primeiro gerou uma biblioteca de scFv utilizando sangue de pacientes
com FL, que resultou em seis anticorpos monoclonais. Um dos clones foi utilizado num
ELISA sanduiche e apresentou positividade em 34/34 dos pacientes com microfilaremia
bancroftiana (RAHUMATULLAH et al., 2015). O outro trabalho selecionou e elaborou oito
clones de anticorpos Fab capazes de se ligar ao BmSXP-1 com uma biblioteca de sangue de
Chineses, Indianos e Malasianos (OMAR et al., 2018). O uso dessa técnica pode ser uma
saida no desenvolvimento de novos anticorpos contra a r'Wh14. No entanto, para 0s anticorpos
desenvolvidos aqui podem ser utilizadas outras metodologias para aumentar a especificidade e
sensibilidade, como a purificacdo através de HPLC (High Performance Liquid
Cromatography) dos anticorpos policlonais.

O antigeno analogo ao BmSXP, o WbSXP-1, também foi utilizado para
desenvolver anticorpos para o diagnostico de captura de antigenos. Neste estudo, um ELISA
feito com anticorpos policlonais reconheceu 95% dos microfilarémicos bancrofitianos, 10%
dos individuos com patologia cronica e 3% dos endémicos normais foram positivos. Quanto
aos pacientes com infeccdo brugiana, 80% dos microfilarémicos foram positivos e nenhum
paciente com patologia cronica e endémico normal foram reconhecidos (LALITHA, 2002).
Mais adiante, em um estudo feito por Pandey et al., 2011, os resultados do ELISA
apresentaram positividade em 100% dos microfilarémicos bancroftianos e 14% dos
endémicos normais, enquanto os individuos com patologia crénica e ndo endémicos nao
foram reativos. Isso foi possivel devido a associagdo de anticorpos monoclonais na captura do

antigeno com um policlonal na deteccdo. No ELISA feito aqui foram reconhecidos 2
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pacientes de 5 testados na melhor combinacgéo, no entanto, para verificagdo mais eficaz da

dessa proposta, um maior nimero de soros devera ser contemplado.

No trabalho de Pandey et al., 2011 e Vishal et al., 2014, a proteina recombinante
WhbSXP-1 foi exposta no western blot aos quatro grupos de soros clinicos: microfilarémicos,
endémicos normais, patologia crbnica e ndo endémicos. Destes, ela foi identificada apenas
pelos pacientes verdadeiros positivos (MF), em ambos os trabalhos. Ja o antigeno nativo
existente no extrato de microfilaria foi reconhecido pelos soros microfilarémicos e pelos
anticorpos monoclonais (PANDEY et al., 2011). Com relagdo a Wb14 recombinante, esta foi
detectada pelos anticorpos policlonais, monoclonais e um conjunto de soros de pacientes
microfilarémicos. No entanto, o antigeno nativo Wb14 no verme adulto ndo foi reconhecido
nem pelos anticorpos monoclonais e policlonais anti-rwbl4 nem pelos soros
microfilarémicos, uma hipdtese para esse resultado pode ser a lise ineficaz do extrato
proteico. Os testes feitos com o0s anticorpos contidos no soro dos microfilarémicos
reconheceram uma banda de 14kDa no extrato de W. bancrofti, sinalizando que as proteinas
contidas nessa banda possam estar envolvidas no desenvolvimento da FL. Somado a isso, 0s
anticorpos policlonais anti-rwh14 detectaram uma banda de 30 kDa, que pode ser relacionada
a WbSXP-1 ou Wb14 em uma forma diferente, como um dimero, por exemplo.

Anticorpos monoclonais e policlonais também foram produzidos contra os antigenos
BmVAH e BmALT-2 de B. malayi (RAVISHANKARAN et al., 2016; RAVISHANKARAN
et al., 2014). No primeiro, o ELISA sanduiche apresentou um reconhecimento de 98% de
microfilarémicos bancroftianos e 100% para microfilarémicos brugianos. Porém, quando o
ELISA-VAH foi associado ao ELISA-WbSXP-1, o chamado ELISA VS, 100% dos pacientes
testados de ambas as infec¢bes foram positivos (RAVISHANKARAN et al., 2014). Os
anticorpos anti-rwb14 produzidos aqui também podem ser testados em conjunto com

anticorpos diferentes visando melhorar a sensibilidade e/ou a especificidade da deteccao.

Quanto ao ensaio feito com anticorpos anti-ALT-2, este ndo conseguiu identificar
infectados com microfilarias, mas detectou 57% dos individuos endémicos normais negativos
de uma &rea com alta infeccdo filarial. Segundo os autores, este ELISA pode ser Util na
deteccdo precoce e especifica de infeccBes filariais recém-instaladas em regides endémicas
(RAVISHANKARAN et al., 2016). E importante destacar que das quatro possiveis

combinag6es usando os anticorpos anti-rWhb14, trés nao foram capazes de detectar pacientes
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microfilarémicos. Mas diferente do resultado do ELISA sanduiche para ALT-2, essas trés

combinag6es também ndo reconheceram os outros grupos de soros utilizados no trabalho.

Vale ressaltar que o extrato proteico de verme adulto de W. bancrofti foi produzido e
descrito pela primeira vez por nosso grupo neste trabalho. Quando tal extrato foi utilizado no
western blot, observou-se que o0s anticorpos policlonais reconheceram uma banda de
aproximadamente 30kDa, enquanto o conjunto de soros MF detectou uma banda de 15 kDa.
Aparentemente, esta Ultima é importante para a infeccdo dada a sua forte deteccdo. A
expectativa é que seja realizada uma separacdo do extrato de W. bancrofti por eletroforese
bidimensional seguida de western blot com soros microfilarémicos e identificacdo em
espectrometria de massas das proteinas isoladas. A intencédo € encontrar novos biomarcadores
para a construcdo de proteinas quiméricas que poderdo ser uma alternativa inovadora e

promissora para o futuro do diagnostico da FL, contribuindo assim com o PGEFL.
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8. CONCLUSAO

O objetivo do estudo foi avaliar anticorpos policlonais e monoclonais para o
desenvolvimento de um teste diagndstico para FL. Primeiramente, obteve-se sucesso na
producdo em larga escala dos anticorpos monoclonais e também na purificacdo dos anticorpos
policlonais. Pra testar a eficiéncia desses anticorpos no reconhecimento da Wb14 nativa, foi
feito o extrato de verme adulto de W. bancrofti, primeiramente produzido e descrito no

presente trabalho, o que ira permitir o desenvolvimento de posteriores analises.

A rWb14 foi reconhecida pelos anticorpos monoclonais, policlonais e também pelo
soro de pacientes positivos para FL. Entretanto, quando se tratou do reconhecimento da
proteina nativa presente no extrato, ambos 0s anticorpos e soro dos pacientes positivos nao
foram capazes de detecta-la, mas os testes realizados com os anticorpos policlonais mostraram
uma banda de 30 kDa no extrato. Somado a isso, soros de pacientes microfilarémicos
reconheceram uma banda de aproximadamente 14kDa que sera alvo na busca de novos

biomarcadores pra essa doenga.

A respeito da padronizagdo do ELISA, quatro associa¢Oes de anticorpos foram
explorados, mas a que manifestou melhor reconhecimento, tanto da rWb14 quanto dos soros
microfilarémicos testados, foi aquela que usou o anticorpo policlonal anti-rwhb14 como
captura € o monoclonal 1H10 anti-rWb14 como deteccdo. Esse sistema detectou 1pg da
rWhl4 e 2/5 pacientes microfilarémicos, mas pretende-se ampliar o nimero de amostras

visando esclarecer a eficacia do teste em estudos posteriores.
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