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LISTA DE ABREVIATURA=

n = Numero haploide de gametas

L = Referente ao estagio de desenvolvimento larval
em = Centimetro

MIFC = Mertiolato (ou mercurio) iodo formol conservante
“cut-off” = limiar de reatividade da reacdo

ELISA = “Enzyme-Linked Immunosorbent Assay™
LCR = Liquido cefalorraquidiano

IgG = Imunoglobulina G

IgG1 e IgG4 = Subclasses da imunoglobulina G
IgM = Imunoglobulina M

IgA = Imunoglobulina A

IgE = Imunoglobulina E

WB = Western blotting

KDa = Quilodaltons

uL = Microlitros

mL = Mililitros

rpm = Rotag¢des por minuto

Khz = Quilohertz

HC = Hospital de clinicas

IFI = Imunofluorescéncia Indireta

M = Molaridade



N = Normalidade

OPD = Solugdo cromdgena de ortofenilenodiamina

PBS = Solugdo salina tamponada com fosfato

PBS-T = Solugéo salina tamponada com fosfato acrescida de Tween 20 a 0,05%
pH = Potencial hidrogeniénico

mg = miligramas

IE = Indice ELISA



RESUMO
O parasito Strongyloides stercoralis é responsdvel por infecgGes assintomaticas ou
oligossintomaticas no trato gastro intestinal do homem.Este estudo teve como objetivo
detectar os niveis de IgG e subclasses (IgG1 e IgG4) em amostras de soros de pacientes com
estrongiloidiase, por ELISA, utilizando extrato salino de Strongyloides ratti, analisou-se 100
amostras de soros, 40 de pacientes com estrongiloidiase (Grupo I), 30 pacientes com outros
parasitos intestinais (Grupo II) e 30 individuos saudéveis (Grupo III). Niveis de IgG anti-
Strongyloides do grupo 1 foram significativamente maiores que nos grupo II (p = 0,0004) e 111
(p < 0,0001). Niveis de IgG1 do grupo I tiveram diferenca significativa entre os grupos I (p<
0,0001) e III (p < 0,0001). Para a IgG4, o grupo I apresentou diferenca significativa em
relagéo ao 11 (p = 0,0003) e III (p <0,0001). Houve correlagdo entre IgG e IgG1 (r = 0,7990; p
< 0,0001), correlagdo entre IgG e IgG4 (r = 0,5444; p = 0,0003) e entre IgG1 e IgG4 (r =
0,4942; p = 0,0012). A utilizagdo das subclasses IgG (IgGl e IgG4) é qatil no auxilio do

diagndstico da estrongiloidiase humana.

Palavras—chave: Strongyloides stercoralis, imunodiagnéstico, imunoglobulinas.
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i- INTRODUCAO

O parasito Strongyloides stercoralis pertence ao reino Animalia, sub-reino Metazoa,
filo Nematoda, classe Secernentea, subclasse Rhabditia, ordem Rhabditida. A familia
Strongyloididae é composta por apenas um género, Strongyloides, neste género estdo
incluidas 52 espécies, sendo que duas tém importdncia em salde publica: Strongyloides
stercoralis e S. fuelleborni, e uma subespécie S. fuelleborni kelly (LEVINE, 1979). A
primeira tem distribuicdo mundial, a segunda é encontrada na Africa e nas Filipinas e a
terceira apenas na Ilha de Nova Guiné (PIRES; DREYER, 1993).

A espécie S. stercoralis foi descoberta, em 1876, por Normand, na cidade de Toulon —
Franga, ao examinar fezes diarréicas de soldados procedentes da Cochinchina, atual
Vietnd. As formas do parasito foram descritas por Bavay, em 1876, como Anguillula
Stercoralis para os parasitos encontrados na luz intestinal e como Anguillula intestinalis
para os obtidos de necropsia. Leuckart em 1911 demonstrou serem as formas estercorales e

intestinalis pertencentes 4 mesma espécie heterogenética, a fémea partenogenética e outra



de geracdo de vida livre bissexuada, passando a denomina-la Strongyloides stercoralis
(PESSOA; MARTINS, 1982).

A estrongiloidiase apresenta distribui¢io mundial, tendo maior prevaléncia em areas
tropicais e subtropicais (GENTA; LILLIBRIDGE, 1989; KOBAYASHI er al, 1996;
COSTA-CRUZ; MACHADO; CAMPOS, 1998; PAULA et al., 2000).

Uberlandia € considerada uma regiio hiperendémica para a estrongiloidiase
(MACHADO; COSTA-CRUZ, 1998), pois através dos métodos parasitologicos,
Baermann-Moraes (BAERMANN, 1917; MORAES, 1948) e Lutz (LUTZ, 1919),
obtiveram 13% de prevaléncia de S. stercoralis em criangas de 4 meses a 7 anos usuarias
de creche.

Este parasito é responsavel por infecgdes assintomaticas ou oligossintomaticas no trato
gastrointestinal do homem, o qual pode permanecer infectado por vérios anos (SIDDIQUI
et al., 1997), mas em individuos imunodeprimidos podem ocorrer quadros frequentemente
fatais de estrongiloidiase sistémica ou sindrome de hiperinfecgdo (ZYGMUNT, 1990;
ROTTERDAM; TSANG, 1994; SATO; KOBAYASHI; SHIROMA, 1995;
ANANTHAKRISHNAN; NACINI; PANI, 1997; FERREIRA ef al., 1999; OLIVEIRA et
al., 2002).

Fémeas partenogenéticas, em seu habitat normal, localizam-se na parede do intestino
delgado, mergulhadas nas criptas da mucosa duodenal, principalmente nas glandulas de
Lieberkuhn e na por¢do superior do jejuno, onde fazem a postura. Nas formas graves da
estrongiloidiase podem ser encontradas desde a porgéo pildrica do estdmago até o intestino
grosso (COSTA-CRUZ, 2000).

Larvas rabditoides, eliminadas nas fezes de individuos parasitados, podem seguir o
ciclo direto ou partenogenético e o ciclo indireto, sexuado ou de vida livre, ambos

monoxénicos. Isto ocorre devido a constituicdo genética das fémeas partenogenéticas, que



sdo triplodes (3n) e podem produzir, simultdneamente, trés tipos de ovos, dando origem a
trés tipos de larvas rabdit6ides; triploides (3n), que se transformam em larvas filaridides
infectantes, completando o ciclo direto; diploides (2n), que originam fémeas de vida livre;
ou hapléides (1n), que evoluem para machos de vida livre, sendo que estes dois ultimos
tipos de larvas completam o ciclo indireto (PIRES; DREYER, 1993; COSTA-CRUZ,
2000).

No ciclo direto, as larvas rabdit6ides no solo ou sobre a pele da regido perineal, apds
24 ou 72 horas se transformam em larvas infectantes (L3). No ciclo indireto, as larvas
rabditéides sofrem quatro mudas no solo e, apés 18 ou 24 horas, produzem fémeas e
machos de vida livre. Os ovos originados do acasalamento das formas adultas de vida livre
sdo triploides, e as larvas rabditéides evoluem para larvas filaridides (3n) infectantes
(COSTA-CRUZ, 2000).

Os ciclos direto e indireto se completam pela penetragdo ativa das larvas na pele ou
mucosa oral, esofgica ou gastrica do hospedeiro. Essas larvas secretam melanoproteases,
que auxiliam, tanto na penetragdo quanto na migragdo através dos tecidos, que ocorrem
numa velocidade de 10 ¢cm por hora. Algumas morrem no local, mas o ciclo continua
através das larvas que atingem a circulagio venosa e através destes vasos seguem para o
coracdo e os pulmdes. Nos capilares pulmonares transformam-se em L4, atravessam a
membrana alveolar e, através de migracdio pela arvore bronquica, chegam a faringe,
podendo ser deglutidas ou expectoradas. Atingindo o intestino delgado transformam-se em
fémeas partenogenéticas que depositam seus ovos na mucosa intestinal (GROVE, 1996;
COSTA-CRUZ, 2000).

A contamina¢do do solo resulta do habito de defecacdo neste. Para que as larvas
rabditéides sobrevivam no solo, desenvolvam-se até adultos, machos e fémeas, de vida

livre e se multipliquem, sdo necessérias algumas condicGes ambientais: o solo deve ser



arenoso. poroso. rico em matéria organica, omido, com auséncia de luz direta. A
temperatura Gtima varia entre 25 e 30 ° C, a evolug8o torna-se lenta entre 11 e 19°C, e
abaixo de 8 ° C as larvas rabditdides tornam-se inviaveis. O clima influencia a prevaléncia
da estrongiloidiase, sendo maior nas éreas tropicais e subtropicais e rara em regibes de
clima temperado (REY, 2001).

A infeccdo no homem ocorre na maioria das vezes, através da penetragdo ativa das
larvas filaridides (L3), as quais no tem preferéncia por um ou outro ponto do tegumento,
ou ocasionalmente, através das mucosas, principalmente da boca e do esofago (hetero ou
primoinfecgdo). Podendo também ocorrer pelos mecanismos da autoinfecg@o externa ou
exOgena e auto-infecgdo interna ou enddgena, sendo que no primeiro as larvas rabdit6ides
presentes na regido perineal, transformam-se em larvas filaribides infectantes que ai
penetram, completando o ciclo direto. No mecanismo de auto-infecgdo interna, larvas
rabditoides, ainda presentes na luz intestinal (ileo ou célon) de individuos infectados,
transformam-se em larvas filaridides. Através desse mecanismo a doenga pode manter-se

por meses ou anos (FERREIRA, 1991; COSTA-CRUZ, 2000; REY, 2001).

1.1- Diagnéstico Parasitolégico ou Direto

O diagn6stico parasitologico torna-se importante, visto que o diagndstico clinico €
dificultado uma vez que aproximadamente 50% dos casos sdo assintomaticos (COSTA-
CRUZ, 2000).

A confirmagdo parasitologica da presenca da infeccdo pode ser dificultada pelo
pequeno nimero de parasitos, além disto a liberagdo de larvas nas fezes é minima e
irregular na infecgio moderada (cerca de 25 larvas/g de fezes). Nessas circunstancias, os

métodos de rotina utilizados (Lutz ou Hoffmann, Pons e Janer, Ritchie, formol-éter ou



MIFC. Faust ou centrifugo-flutuaciio) ndo sdio adequados. Ha necessidade de execucdo de
métodos especificos para pesquisa de larvas que, mesmo analisando repetidas amostras de

fezes ou de outros espécimes, apresentam baixa sensibilidade ( COSTA-CRUZ, 2000).

1.2 — Diagnésticos indiretos

Os métodos de diagnéstico indireto que incluem hemograma, diagnostico por imagem
e métodos imunolégicos contribuem para esclarecimento em casos de suspeita clinica da
estrongiloidiase. Dentre esses métodos destacam-se 0s imunolégicos, que sdo uteis na
avaliacio da resposta imune do hospedeiro nos casos de formas assintomadticas e no
esclarecimento do diagnéstico clinico, além da possibilidade de emprego em inquéritos
soroepidemiolégicos por apresentar elevada sensibilidade com relagdo aos métodos
parasitolégicos (COSTA-CRUZ, 2000).

Tém sido desenvolvidos diferentes testes imunolégicos: a intradermorreacdo, que
sinaliza a resposta imune celular do hospedeiro, foi a reagdo pioneira, mas ndo € utilizada
na rotina diagnostica .

A resposta imune-humoral ¢ avaliada pela detecgdo de anticorpos IgG e subclasses
(principalmente 1gG4), IgM, IgA e IgE em soro ou, ocasionalmente, em LCR (liquido
cefalorraquidiano).

Virias técnicas tém sido descritas, incluindo a aglutinagéio indireta em particulas de
gelatina, hemaglutinagfio indireta, radioimunoensaio, radioimunoabsor¢do, reagdo de
imunofluorescéncia direta em bi6psia, imuno-histoquimica, mas sem duvida a reacdo de
imunofluorescéncia indireta, utilizando o antigeno larvas filaridides (homodlogas ou
heterélogas), detectando IgG, IgM ou IgA circulantes, o teste imunoenzimatico ELISA

(Enzyme Linked Immunosorbent Assay), utilizando extrato salino e alcalino (homélogo ou



heter6logo) como antigenos na detecgdo de imunoglobulinas e o teste de Western blotting
(WB), utilizando extrato salino de S. stercoralis, detectando IgG especifica principalmente
para as fracdes protéicas de 97, 66, 41, 31 e 28 kDa, tém provado serem eficazes como
testes complementares para diagndstico e monitoramento da resposta imune do paciente
(CONWAY ef al., 1994; RAMACHANDRAN et al., 1998; COSTA-CRUZ, 2000).

Os modelos experimentais de S. ratti e S. venezuelensis tém sido utilizados em varias
linhas de pesquisas, tais como, no estudo da biologia molecular, interagdo parasita-
hospedeiro, ensaios terapéuticos e fontes de antigenos heterélogos para padronizacdo de
novas técnicas no imunodiagnéstico da estrongiloidiase humana (COSTA-CRUZ, 2000;
SIDDIQUI; STANLEY; BERK, 2000).

S. ratti (SANDGROUND, 1925) é um parasito de ratos e camundongos. Ele infecta
com maior facilidade o rato branco que é mantido em laboratério. A cultura de fezes
infectadas permite obtengéo de grande nimero de larvas filaridides, simplificando assim a
obtengéo do antigeno (ROSSI e7 al., 1993; COSTA-CRUZ, 2000).

A composi¢do antigénica de S. ratti foi comparada com a de S. stercoralis,
demonstrando-se que esta espécie pode ser utilizada no diagndstico imunologico em
amostras de soro substituindo o antigeno de S. stercoralis (GROVE; BLAIR, 1981; SATO;
KOBAYASHI; SHIROMA, 1995; COSTA-CRUZ et al., 1997).

A IgG constitui a principal imunoglobulina do soro, contribuindo para 70 — 75% do
total de imunoglobulinas; as quatro subclasses de IgG (IgG1, IgG2, IgG3, IgG4) ocorrem
aproximadamente, em proporg¢des de 66%, 23%, 7% e 4%, respectivamente (ABBAS;
LICHTMAN; POBER, 2000). A classe IgG, distribuida uniformemente entre os espagos
intra e extravasculares é o anticorpo mais importante das respostas imunes secundarias e é

a unica classe antitoxina (ROITT; BRASTOFF; MALE, 1999).



Alguns estudos tém demonstrado que, utilizando testes ELISA, a IgG ¢ responsavel
por casos de falso positivo, devido a possibilidade de reagbes cruzadas com larvas de
outros parasitos (GAM; NEVA; KROTOSKI et al., 1987). O método ELISA ¢ considerado
como insuficiente para diagndstico positivo (GENTA, 1986; CONWAY ef al., 1993a). O
diagnéstico deve ser confirmado por teste eletroforéticos especificos, com proteinas
reconhecidas no Western blot (CONWAY et al.,1993b).

Muitos pesquisadores tém atribuido uma atividade protetora as subclasses de IgG,
principalmente 1gG4, que é produzida como resultado de uma longa exposicdo antigénica e
atuaria como um fator inibitério da reagdo de hipersensibilidade mediada por IgE. Desta
forma, acredita-se que 1gG4 poderia neutralizar o antigeno ou bloquear o anticorpo (MORI
et al., 2001).

A IgA modula o mecanismo de eliminagdo das larvas pela diminui¢do da fecundidade
dos vermes e viabilidade dos ovos, enquanto que a IgE regula a auto-infeccdo e a IgG4
bloqueia a resposta da IgE, tendo um papel principal no estabelecimento e na manutencdo
de uma estrongiloidiase crénica assintomatica. Dessa forma a detec¢do de IgG4 torna-se
uma importante ferramenta no diagndstico de casos assintomdticos da estrongiloidiase

humana (ATKINS et al., 1999).



2 - OBJETIVO

Detectar a presenca de IgG e subclasses IgG1 e 1gG4 em amostras de soro de
pacientes com estrongiloidiase, pelo método ELISA, utilizando como antigeno o extrato

salino de Strongyloides ratti.



3 - MATERIAL E METODOS

3.1 - Selec@o dos pacientes e dos individuos controle

Foi obtido um total de 100 amostras de soros a partir da colheita de uma amostra de 10
mL de sangue por puncdo venosa de pacientes portadores de estrongiloidiase ou com outros
parasitos intestinais e de individuos saudéveis controles, previamente triados no Hospital de
Clinicas da Universidade Federal de Uberldndia (HC-UFU), e encaminhados para o
Laboratério de Parasitologia. As amostras de soro foram armazenadas a — 20 ° C até o
momento do uso.

Para colheita do material fecal e do sangue dos pacientes foi assinado um termo de
consentimento, no qual, 0s mesmos e/ou responsaveis, declararam estar cientes dos objetivos

do trabalho. bem como da importancia de sua colaborag¢@o para 0 mesmo, uma vez que esse
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projeto foi aprovado pelo Comité de Etica na Pesquisa da Universidade Federal de
Uberlandia.

Para completar a identificacdo das amostras de soro, foram anotados dos individuos sadios, a
sigla dos nomes, a idade, sexo e procedéncia. Nos casos controles de outros parasitos
intestinais e nos casos de estrongiloidiase também foram identificados os sintomas e
associa¢des parasitarias ou outras infecgdes.

Foram obtidas 40 amostras de soros de pacientes com diagnéstico comprovado da
parasitose através da identificag@o de larvas de S. stercoralis no material fecal (Grupo I).

Com o objetivo de verificar reatividade cruzada com outras parasitoses nos métodos
imunol6gicos, foram estudadas 30 amostras de soros de pacientes (Grupo II), com outros
parasitos intestinais (G. lamblia, 9 casos; A. lumbricoides, 8 casos; Ancilostomideos, 4 casos;
Taenia sp, 3 casos; E. vermicularis, 3 casos; T. trichiura, 2 casos; E. histolytica, 1 caso)
triados no HC-UFU ou pelo método de Hoffmann Pons e Janer (1934) no Laboratério de
Parasitologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade Federal de Uberlandia.

Contou-se com 30 amostras de soros controles de individuos sadios (Grupo III), que
em trés exames parasitologicos de fezes pelo método Baermann-Moraes e de Hoffmann, Pons
e Janer, ndo foram detectadas larvas de S. stercoralis ou outro parasita e negaram historia
anterior de estrongiloidiase.

Utilizo-se trés soros controles positivos de pacientes que estavam eliminando larvas
rabditoides de S. stercoralis nas fezes.

As amostras de soros padrdes negativos foram obtidas de individuos sadios
assintomaticos, que em exame parasitologico de fezes pelos métodos de Baermann-Moraes
(BAERMANN, 1917, MORAES, 1948) e o Hoffmann, Pons e Janer (HOFFMANN, PONS,
JANER, 1934) foram negativos para S. stercoralis ou outros parasitos intestinais e que ndo

apresentaram historia anterior de estrongiloidiase.
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3.2 — Obtencido de antigeno heterélogo de larvas de S. ratti

A obtengdo de larvas filaridides de S. rafti foi realizada utilizando-se fezes de ratos
da espécie Rartus rattus, mantidos experimentalmente infectados por inoculagdes via
cutdnea de ImL da suspensdo contendo 2000 larvas/por rato. Apds 10 dias de inoculagéo,
estes animais foram colocados em gaiolas metalicas, forradas com papel umedecido em
agua, permanecendo por uma noite para defecagdo.

Posteriormente, foi realizada a colheita das fezes para proceder-se o cultivo pelo
método de Looss. Apés um periodo de cinco dias, as larvas foram colhidas pelo método
Baermann-Moraes, sendo este material concentrado por centrifugagdo (350 x g por 15
minutos). A contagem das larvas foi realizada depositando-se 10 uL deste concentrado em
trés lAminas distintas, sendo em seguida calculada a média entre elas, verificando assim a
quantidade de larvas existentes em 1mL.

Parte das larvas obtidas foram utilizadas para manuteng@o do ciclo evolutivo de S.
ratti em R. rattus e a outra foi mantida a temperatura de —20 ° C para o preparo do extrato

antigénico.

3.3 - Método de Looss

Para a coprocultura foram misturadas partes iguais de material fecal e carvdo vegetal
triturados em gréos pequenos. Esta mistura foi umedecida ligeiramente e estendida em placas
de Petri, de modo a formar-se uma camada ndo espessa, que permaneceu em repouso a
temperatura de 25 ° C em estufa incubadora BOD (Fanem, Sdo Paulo) por 5 dias (NEVES et
al., 2000), Apds esse procedimento, as larvas foram recolhidas pelo método Baermann-

Moraes (BAERMANN,1917; MORAES, 1948).
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3.4 - Método de Baermann—Moraes para obtencio de Larvas

O método de Baermann-Moraes (BAERMANN,1917; MORAES, 1948), foi
empregado com objetivo de obtencio das larvas presentes no material fecal pelo método de
Looss e no diagndstico parasitologico de fezes nos pacientes e individuos saudaveis
analisados. Em um suporte de madeira foram colocados funis de vidro com didmetro de 11,5
cm, em cuja haste foi colocada mangueira de borracha de 10 cm, na qual foi introduzido um
tubo de ensaio de 10 cm de comprimento por 2 cm de didmetro, e colocado um pinga para
obliteragdo da passagem de dgua para o tubo.

Cada funil foi preenchido até a borda com 4gua & temperatura de 45 ° C, e sobre o
mesmo colocou-se uma tela metalica (100 malhas por cm’) e sobre esta uma gaze dobrada em
quatro. Em seguida, depositou-se sobre a mesma, aproximadamente, 10 g de fezes sem
conservante que em contato com a agua aquecida, permaneceu em repouso por uma hora.
Posteriormente, foi retirado um tubo de ensaio com cerca de 5 a 7 mL de solugdo contendo
dgua. Procedeu-se a centrifugacio desta solugdo em tubo de ensaio a 1.000 x g por 15 minutos
e cinco procedimentos de lavagem das larvas em solugdo salina tamponada com fosfato (PBS)
a 0,15M pH 7,2 durante trés minutos. Apés a ultima lavagem, o sedimento contendo as larvas

foi ressuspendido distribuido em aliquotas e conservado a —20 ° C até o momento do uso.

3.5 - Produgdio do extrato salino de S. ratti

As larvas de S. ratti obtidas foram descongeladas e ressuspendidas em 3mL de
PBS (salina tamponada com fosfato) sem inibidores de proteases. As mesmas foram
rompidas, para extragdo protéica com auxilio de homogeneizador de tecidos (Glas-Col) por

cinco periodos de um minuto em banho de gelo e posteriormente, através de ultra-som
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(Thorton, Inpec Eletronica S&o Paulo) a 40 Khz em oito ciclos de 20 segundos em banho de
gelo. O material foi incubado sob agitagdo lenta por 18 horas a 4 ° C para extracdo antigénica,
e centrifugado a 12.400 x g por 30 minutos a 4 ° C em centrifuga refrigerada (Sorvall,
RC5Cplus, USA). O conteiido protéico do sobrenadante foi dosado pelo método de Lowry

(LOWRY et al., 1951).

3.6 - Diagnostico parasitologico de fezes

3.6.1 - Amostras fecais

Foram colhidas trés amostras fecais de cada individuo, em frascos plasticos sem
conservante e encaminhadas ao Laboratério de Parasitologia da Universidade Federal de

Uberlandia para realizagfio do diagnéstico parasitologico.

3.6.2 - Método de Baermann-Moraes

Método descrito de acordo com item 3.4 para detecgdo de larvas de S. stercoralis.

3.6.3 - Método de Hoffman, Pons e Janer (1934)

Esse método foi utilizado para detecgiio de ovos, cistos ou larvas de enteroparasitos.
Aproximadamente 2 g de fezes de cada amostra foram colocadas em um becker com cerca de
5 mL de 4gua e trituradas por meio de um bastdo de vidro. Em seguida acrescentou-se 20 mL

de agua e filtrou-se a suspensdo resultante para um calice conico de 200 mL de capacidade,
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utilizando-se uma tela de nailon com cerca de 100 malhas por cm’ coberta com gaze cirtirgica
dobrada em quatro.

Os residuos contidos na gaze foram lavados com aproximadamente 20 mL de 4gua, o
liquido da lavagem foi recolhido no mesmo calice e completado para 200 mL. Esta suspensdo
de fezes permaneceu em repouso durante 24 horas. Findo esse tempo, uma gota de sedimento
e de lugol foram depositados numa l&mina de microscopia. Apoés homogeneizagio, o material
foi coberto por laminula (24 x 24mm) e examinado em microscépio 6ptico comum (Olympus
CH-2, Japdo), no aumento de 100 e 400 X. Das trés amostras colhidas de cada individuo
foram preparadas trés laminas, de cada uma delas, sendo estas analisadas por trés

examinadores diferentes,

3.7 — Diagnéstico imunolégico

Amostras de soros foram processadas simultineamente apds as padroniza¢des das

condicdes ideais de cada teste descrito a seguir.

3.7.1 - Teste ELISA para detec¢do de IgG

Depois de titulados em bloco para definir a concentragéo ideal do antigeno, amostras
de soros e conjugado procedeu ao teste ELISA nas condi¢des Gtimas.

Placas de poliestireno foram utilizadas como suporte para adsor¢do de 50 pL do
extrato salino de S. rafti na concentracio ideal de 10 pg/mL diluido em tampdo carbonato-
bicarbonato 0,06M pH 9.6. As placas, mantidas em cadmara imida, foram sensibilizadas a 4 °
C durante 18 horas. Apds este periodo e trés lavagens de cinco minutos com PBS contendo

Tween 20 (PBS-T) a 0,05% foram adicionados 50 puL de duas amostras de soros padrdes
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positivos, trés padrdes negativos e amostras de soro dos grupos I, II, III na diluigéo 1 : 40.
Apbs incubagdo por 45 minutos, as placas foram lavadas e adicionado 50 pL de anti IgG
humana marcada com peroxidase (CALBIOCHEM, USA), no titulo 2000 por um periodo de
45 minutos a 37 ° C. Apés as trés lavagens, a reagfio foi revelada pela adicio de 50 pL do
substrato H,O» e solugdio crombgena de ortofenileno diamina (OPD), preparado no momento
do uso (5 pL de H,0, 30% + 5 mg de OPD + 12,5 mL de tampdo citrato fosfato pH 5)
(SIGMA). Apés 15 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, a reagdo foi
interrompida pela adi¢do de 25 pL de solugdo 2N de H,SO; e os valores de absorbancia foram
determinados a 492 nm em leitor de ELISA (TITERTEK MULTISKAN PLUS MKII, FLOW
LABORATORIES McLean, USA). O limiar da reatividade (cwr off) foi determinado pela
média aritmética das densidades Opticas das trés amostras de soros padrbes negativos

acrescidos de cinco desvios padréo para cada reagdo.

3.7.2 - Teste ELISA para deteccio de IgGl e IgG4 especificas anti-Strongyloides

stercoralis

Depois de titulados em bloco para definir a concentragdo ideal do antigeno, amostras
de soros e conjugado procedeu ao teste ELISA nas condi¢des 6timas.

Microplacas de poliestileno de alta afinidade foram sensibilizadas por 18 horasa 4 °C
com extrato salino de S. rafti na concentragdio ideal de 10 pg/mL diluido em tampéo
carbonato — bicarbonato 0,06 M pH 9,6. Em seguida as placas foram lavadas com PBS
contendo Tween 20 (PBS — T) a 0,05% por trés periodos de cinco minutos. Foram
adicionados 50 pL de duas amostras de soros padrdes positivos, trés padres negativos e

amostras de soros dos grupos I, 11, III nas dilui¢des de 1: 10 (IgG1) e 1 : 2 (IgG4), logo apds
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foram incubadas a 37 o C por uma hora em cAmara umida. Subsequentemente apbs trés
lavagens de cinco minutos com PBS — T 0,05%, foram incubados 0s respectivos anticorpos
secundarios constituido de anti - 1gG1 humana biotinilada (1 : 250) e anti — 1gG4 humana
biotinilada (1: 100) (CALBIOCHEM, USA) por uma hora 2 37 ° C. Finalmente apos 0s trés
perfodos de lavagem com PBS — T foi adicionado 0 conjugado estreptavidina — peroxidase
(CALBIOCHEM, USA) na diluicao de 1 - 500 (para as placas de 1gG1 e 1gG4) durante 30
minutos a temperatura ambiente.

A reagdo foi revelada por adigdo de 5 pL do substrato H,O, e solucdo crombgena de
ortofenileno diamina (OPD), preparado no momento do uso (5 pL de H,0, 30% + 5 mg de
OPD + 12,5 mL de tampdo citrato — fosfato pH 5) (SIGMA). Apos 15 minutos a temperatura
ambiente e a0 abrigo da luz, a reagdo foi interrompida pela adigdo de 25 pL de solugdo 2N de
H,S04 e 0s valores de absorbancia foram determinados a 492 nm em leitor ELISA
(TITERTEK MULTISKAN PLUS MKII, FLOW LABORATORIES McLean, UsA). O
limiar da reatividade (cuf off) foi determinado pela média aritmética das densidades Hpticas

das trés amostras de soros padrdes negativos acrescidos de cinco desvios — padrdes para cada

reacao.

3.8 - Analise Estatistica

Para os célculos estatisticos foi utilizado o software GRAPHAD PRISM versdo 3.0

(GRAPHPAD SOFTWARE, INC).
A determinagdo de médias geométricas dos niveis de anticorpos especificos a S.

stercoralis e as diferencas entre as médias foram analisadas pelo teste ndo paramétrico de

“Mann Whitney .
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A correlagio entre os niveis de IgG e as subclasses (I1gG1 e 1gG4) especificas a
Strongyloides foi determinada nos soros dos individuos do grupo I. Os coeficientes de
correlaciio foram determinados pelo teste de correlagdo de “Spearman”. Todos os valores de p

< 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

3.9 — Normas de Biosseguran¢a

Todo o procedimento de colheita, manuseio dos materiais biologicos e
reagentes, bem como a utilizagdo dos equipamentos, foram realizados de acordo com as

normas de biosseguranga descritas por Chaves-Borges e Mineo, 1997.
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4 - RESULTADOS

4.1 - Caracterizacdo dos grupos estudados quanto ao sexo € idade

Distribuicdo por sexo dos pacientes com estrongiloidiase (Grupo 1), outros parasitos
intestinais (Grupo II) e individuos saudaveis (Grupo [11), tabela 1. Foi analisado um total de
100 amostras de soro, sendo 47 individuos do sexo masculino e 53 do sexo feminino. Suas
idades variaram de 2 a 75 anos de idade no grupo I (n = 40), de 4 a 62 anos no grupo I (n=

30) e de 2 a 62 anos no grupo I11 (n = 30).
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Tabela 1 - Distribuicio por sexo dos 100 individios estudados, sendo 40 pacientes com
estrongiloidiase (Grupo I), 30 pacientes com Outros parasitos intestinais (Grupo 1I) ¢ 30
individuos copronegativos (Grupo III).

GRUPOS
SEXO TOTAL
n (%) GRuPO 1 Gruro 11 Grupo 11T
n (%) n (%) n (%)
MASCULINO 47 (47) 19 (47.5) 17 (56,7) 11 (36,6)
FEMININO 53 (53) 21 (52,5) 13 (43.3) 19 (63,3)
TOTAL 100 (100) 40 (100) 30 (100) 30 (100)

4.2 - Obtengdo do antigeno heterologo de Larvas de S. ratti

Para obtencdo do extrato salino de S.ratti, foram utilizadas 200.000 larvas

filaridides. A concentragdo protéica obtida foi de 500 pg/mL e volume de 4 mL.

4.3 - Detecciio de IgG e subclasses IgG1 e IgG4 anti-Strongyloides pelo teste ELISA

Os niveis de 1gG anti-Strongyloides, expressos em indice ELISA (IE) em amostras

de soros de pacientes e de individuos saudaveis estao demonstrados na figura 1.
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A média geométrica do grupo I (1,48) foi estatisticamente maior que as médias nos

grupos 11 (0,99; p = 0,0004) e grupo 111 (0,64; p < 0,0001).

IgG anti-Strongyloides (IE)

s p < 0,0001
p = 0,0004
4 - ..
3 - oo
2 - . .
{fomme e
i aaa,:;hu g:C§§§O
0 -
mg 1,48 0,99 0,64
Grupo | Grupo |l Grupo Il

Figura 1. Niveis de IgG expressos em indice ELISA (IE) utilizando extrato
antigénico heterologo de S. rafti em 40 amostras de soros de pacientes do
grupo 1 (copropositivos), 30 pacientes do grupo II (outros parasitos intestinais)
e 30 amostras do grupo III (copronegativos). A linha tracejada indica o limiar
de positividade (IE > 1); mg = média geométrica.
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A figura 2 demonstra os niveis de IgG1 anti-Strongyloides, expressos em indice
ELISA (IE) em amostras de soros de pacientes e de individuos saudaveis.
A média geométrica do grupo I (1,95) foi estatisticamente maior que as médias nos

grupos 11 (0,52; p < 0,0001) e TIT (0,53; p < 0,0001).

100 - p < 0,0001
@" | )
- p < 0,0001
g 75 A — —
S .
>
e
£ 50
m @9
o 25 - oot
©) ot A
= i teh
T eae% | akdibadds Coceobo
00 A
mg 1,95 0,52 0,53
Grupo | Grupo i Grupo lli

Figura 2. Niveis de IgG1 expressos em indice ELISA (IE) utilizando extrato
antigénico heterélogo de S. ratti em 40 amostras de soros de pacientes do grupo |
(copropositivos), 30 pacientes do grupo II (outros parasitos intestinais) e 30
amostras do grupo Il (copronegativos). A linha tracejada indica o limiar de
positividade (IE > 1); mg = média geométrica.
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A figura 3 demonstra os niveis de IgG4 anti-Strongyloides, expressos em indice
ELISA (IE) em amostras de soro de pacientes ¢ de individuos saudaveis.
A média geométrica do grupo 1 (1,31) foi estatisticamente maior que as medias nos

grupos I1 (0,77; p = 0,003) e I11 (0,61; p < 0,0001).

150 - p <0,0001
m) p = 0,003
T 125 4 & M
g -
L 100 -
S
B 75
5
:E' 50 A
©
-
s _”"‘%‘;@““‘m il et S
mg 1,31 0,77 0,61
Grupo | Grupo Il Grupo il

Figura 3. Niveis de IgG4 expressos em indice ELISA (IE) utilizando extrato
antigénico heterdlogo de S. ratfi em 40 amostras de soros de pacientes do
grupo | (copropositivos), 30 pacientes do grupo II (outros parasitos intestinais)
e 30 amostras do grupo III (copronegativos). A linha tracejada indica o limiar
de positividade (IE > 1); mg = média geométrica.
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4.4 — Positividade do teste ELISA na deteccio de 1gG e subclasses 1gG1 e IgG4 anti-

Strongyloides

A figura 4 demonstra os valores de positvidade de IgG e subclasses IgG1 e IgG4 em
amostras de soros pelo teste ELISA. Verificou-se maior positividade no grupo I para
1gG (80%), 1gG1 (77,5%) e 1gG4 (50%) em relagéo ao grupo 11, 1gG (33,3%), 1gG1 (3,3%)

e 1gG4 (23,3%) e 111 1gG (20%), 1gG1 (0%) e 1gG4 (3,3%).

Grupo |
O Grupo |l
O Grupo lil

8 8

=~
=]

i [l §

g8 8 8 &

B M [ W

%]
(=]

ELISA - Positividade (%)

-
[=]

o

1gG IgG1 IgG4
Imunoglobulinas

Figura 4. Positividade da IgG, 1gGl e [gG4 no teste ELISA dos 40
pacientes do grupo I (copropositivos), 30 pacientes do grupo II (com outras
parasitoses) e 30 individuos do grupo 111 (copronegativos).
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4.5 - Correlaciio entre os niveis de anticorpos IgG e subclasses IgG1 e IgG4 especificas

anti — Strongyloides

A correlagdo entre os niveis de 1gG e subclasses 1gG1 e 1gG4 anti- Strongyloides foi

analisada em amostras de soros de pacientes do grupo I. Observou-se correlagdo positiva

entre os niveis de IgG e IgG1 (r = 0,7990; p < 0,0001) e IgG e I1gG4 (r = 0,5444; p

Il

0,0003), entretanto entre as subclasses IgGl e IgG4 houve uma correlagdo fraca (r

0,4942; p = 0,0012) (figura 5).
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Figura 5. Correlagdo entre os niveis de IgG anti-Strongyloides versus
anticorpos IgG1 (A) e I1gG4 (B); IgG1 e IgG4 em soros de pacientes do
grupo 1. Correlagdo de Spearman



2 - DISCUSSAO

A utilizagdo de testes soroldgicos tem demonstrado que estes podem ser utilizados
em conjunto com os exames de fezes no diagnostico da estrongiloidiase, ou ainda como
uma técnica de monitoramento em pacientes submetidos a transplantes tanto antes quanto
pos cirtrgia, bem como outras circunstancias que levam a uma queda da resposta imune do
hospedeiro. Os testes sorologicos sdo Giteis principalmente, quando a pesquisa coprologica
revela-se negativa na presenga de sintomatologia sugestiva, visto que na maioria das vezes
em infecgdo cronica o nimero de larvas é bastante reduzido e as vezes ausentes nas fezes
(CONWAY et al., 1993 a,b).

Diante da dificuldade de se obter quantidades suficientes de larvas filaridides de S.
stercoralis, tornou-se conveniente a padronizagdo e utilizagdo de antigenos heterélogos,
provenientes de S. ratti, espécie que pode ser utilizada como fonte segura de antigenos para
o sorodiagndstico substituindo o antigeno de S. stercoralis (GROVE; BLAIR; 1981;

ROSSI et al., 1993; COSTA-CRUZ et al., 1997).



27

Neste estudo verificou-se que 08 pacientes com estrongiloidiase (Grupo 1)
apresentaram niveis significativamente aumentados de 1gG anti-Strongyloides (Figura 1)
quando comparados aos pacientes COm OULros parasitos intestinais (Grupo II) e com 0S
individuos copronegativos (Grupo I1I). No entanto verificou-se reatividade para IgG nos
grupos II e IlI, embora o teste ELISA seja altamente sensivel, a hipotese de reatividade
cruzada ndo deve ser descartada e também a possibilidade de contato com S. stercoralis
nesses individuos, apesar dos exames parasitologicos dos mesmos serem negativos para
ocorréncia deste parasito (LINDO ef al., 1994:; SATO; KOBAYASHI; SHIROMA, 1995;
GROVE, 1996; COSTA-CRUZ et al., 1999).

Adicionalmente os niveis de IgGl anti-Strongyloides foram significativamente
maiores no grupo I quando comparados aos grupos I e I1I, o elevado nivel dessa
imunoglobulina pode ser atribuido a sua alta propor¢do no Soro (66% da IgG total)
(ABBAS; LICHTMAN: POBER, 2000). Atkins ef al em 1997, ao estudarem uma
populagdo com estrongiloidiase verificaram que 0s niveis de IgGl eram inversamente
correlacionados com a idade. Genta e Lillibridge em 1989, encontraram altos niveis de
IgG1 em pacientes imunossuprimidos portadores de S. stercoralis.

Em contraste, niveis de IgG4 anti-Strongyloides foram significativamente mais
elevados no grupo I quando comparados a0s grupos Il e III, porém verificou-se menor
ntimero de individuos com niveis de 1gG4 aumentados (50%).

Varios estudos demonstraram que a presenca de 1gG4 no soro de pacientes com
estrongiloidiase atua como fator inibitério da reacdo de hipersensibilidade mediada por IgE,
através da competigdo ou inibicdo de sua ligagio a célula (principalmente mastocitos)
(ATKINS et al, 1997; VERCELLI, ef al., 1998; ATKINS ef al., 1999). Estudo realizado

em 28 pacientes de uma area endémica na Jamaica demonstrou que a produgdo elevada de
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[gG4 em combinagdo com a baixa de IgE, podem estabelecer a infeccdo e gerar a
estrongiloidiase cronica e assintomatica (ATKINS et al, 1997). Por outro lado pode se
observar que os pacientes do grupo II e 0 grupo I11 reagitam positivamente para 1gG4 anti-
Strongyloides, esses resultados nao sao condizentes com os obtidos por Genta ¢ Lillibridge,
1989 que demonstraram maior especificidade deste anticorpo em SOro de paciente com
estrongiloidiase.

Pode-se observar que a subclasse 1gG1 apresentou maior reatividade nos pacientes
do grupo I quando comparado 3 reatividade de 1gG4, sugerindo assim que essas duas
subclasses de anticorpos poderiam estar reconhecendo mesmo epitopo em uma mesma
porgdo antigénica (CONWAY et al., 1994).

Ha relatos de que individuos co-infectados com S. stercoralis e HTLV-1 (virus da
infecgdo linfotropica de células T humanas) pode ocorrer um balanco imunolégico a favor
do parasito, sendo assim observa-se nesses individuos um elevado nivel dos anticorpos
1gG4, o que poderia estar interferindo no mecanismo de resposta imune do hospedeiro,
contribuindo para a diminui¢do da protegdo do mesmo, culminando em infecgdes mais
severas (GROVE, 1996; RAMACHANDRAN ef al., 1998; ADEDAYO; GRELL, 2001).

Considerando os resultados obtidos ressalta-se a importancia da detecgdo de
anticorpos I1gG e as subclasses IgGl e IgG4 em amostras de soros de pacientes com

estrongiloidiase, visto que 0 clevado nivel de anticorpos, principalmente 1gG4 pode
interferir na clinica do paciente. De acordo com estudos realizados em éareas endémicas
para estrongiloidiase demonstra-se a importancia do imunodiagnéstico principalmente em
decorréncia da dificuldade de se encontrar este parasito em exames parasitologicos, 0 que
pode favorecer 0 estabelecimento de estrongiloidiase disseminada ou da sindrome da

hiperinfecgdo em individuos imunodeprimidos, seja por desnutricdo corticoideterapia,
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SIDA ou presenga do HIV, leucemias, linfomas, entre outros (DEVAUTT-JR ef al.,1990;

ANDRADE NETO: ASSEF, 1996; FERREIRA e al.,1999; TING, 2000).
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6 — CONCLUSOES

Foi possivel diferenciar as respostas imunes das subclasses 1gGl e IgG4 no
diagndstico sorolégico da estrongiloidiase humana.

A deteccio de anticorpos das subclasses IgGl e IgG4 demonstraram ser mais
especificos do que a IgG no diagnéstico sorologico da estrongiloidiase humana.

A utilizacdo das subclasses IgG (IgG1 e 1gG4) € atil no auxilio do diagnodstico da

estrongiloidiase humana.
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