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“Ndo sejas o de hoje.

Ndo suspires por ontens. ..

Ndo queiras ser o de amanhd.
Faze-te sem limites no tempo.

VE a tua vida em todas as origens.
Em todas as existéncias.

Em todas as mortes.

E sabe que serds assim para sempre.
Ndo queiras marcar a tua passagem.
Ela prossegue:

Ea passagem que se continua.

E a tua eternidade. ..

E a eternidade.

Es tu".

Cecilia Meireles




“Qualquer homem pode tornar-se grande,
se realizar as coisas mais simples da vida,
animado de um forte e sincero desejo

de ser util aos outros, seja qual for

a sua profissao”.

O. Herrera
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RESUMO

O nematddeo Strongyloides stercoralis é um parasito comumente encontrado infectando
o homem em areas tropicais e subtropicais. O diagnéstico definitivo da parasitose se da pela
visualizagdo das larvas do parasito nas fezes. Poucas larvas do parasito sdo eliminadas no
material fecal, tornando pouco sensiveis as técnicas parasitoldgicas de rotina. Testes
imunolégicos especificos proporcionam maior sensibilidade e, portanto, sio de grande auxilio
no diagnostico na estrongiloidiase. Trabalhos recentes na pesquisa de anticorpos especificos a
protozoarios e na neurocisticercose humana, apontam a secre¢do salivar como fluido
alternativo complementar no diagnéstico dessas infecgdes, mostrando elevada sensibilidade nos
testes, além de apresentar vantagens como praticidade na colheita, facil manuseio, menor risco
de contaminagfo do manipulador. O objetivo deste trabalho foi detectar anticorpos especificos
das classes IgA e IgG anti- S. stercoralis, em amostras de soro e saliva total na estrongiloidiase
humana, buscando comparar resultados obtidos nas duas espécimes amostrais frente aos testes
imunoldgicos de Imunofluorescéncia Indireta (RIFT) e Enzyme Linked Immunosorbent Assay
(ELISA). Amostras pareadas de soro e saliva de 118 individuos foram testadas para detecgéo
de IgA e IgG anti-Strongyloides, utilizando-se antigeno heterdlogo de Strongyloides ratti,
pelas reagdes de RIFI e ELISA em 48 individuos Strongyloides positivos (grupo I), 35 com
outros parasitos intestinais (grupo II) e 35 copronegativos (grupo III). Maior positividade foi
detectada no grupo I, pela RIFI em amostras de saliva para IgA (72,9%) e 70,8% nas amostras
de soro para IgG. Da mesma forma, os valores expressos em média geométrica por meio de
D.0_ IE (densidade Optica- indice ELISA) das amostras mostraram maior reatividade para
IgG no soro (122, 6 IE) que IgA (114, 8 IE). Todos os grupos, apresentaram diferenga
estatisticamente significante entre si, para as amostras de soro e saliva (p< 0,05), exceto para
detecgdio de IgG no grupo 1. No grupo I, 0s indices de correlagdo dos niveis de anticorpos
IgA e IgG (IE) entre as amostras de soro ¢ saliva foram de 0, 4194 e 0, 4474, respectivamente.
Ao comparar os testes RIFI e ELISA nas duas amostras, observou-se elevados valores de
positividade no ELISA para IgA (66,7%) e 77,1% para IgG, ambos no soro (grupo I).
Maiores resultados concordantes foram observados na detec¢do de IgA nos dois testes
imunologicos.Os resultados permitem concluir que a saliva pode ser utilizada como fluido
alternativo no teste RIFI, complementando o diagndstico parasitologico da estrongiloidiase. Os
dois testes associados para detecgdo de anticorpos IgA e IgG em ambas amostras, sdo de

grande utilidade para o diagndstico precoce da estrongiloidiase humana.



Abstract

Strongyloides stercoralis is a nematode parasite that commonly infects the man
in tropical and sub-tropical areas. A definitive diagnosis is provided by the larval form
visualization in feces. Since few parasite larvae are shed in fecal material, routine
parasitologic techniques have shown low sensitivity. Serological assays provide more
sensitivity and represent a helpful method for the diagnosis of strongyloidiasis. Recent
studies on specific antibodies to protozoan and human neurocysticercosis, have pointed
out the salivary secretion as complementary alternative fluid for the diagnosis of these
infections, presenting advantages as practical collection, easy handling, low
contamination risk fo handler. The aim of this study was to detect IgA and IgG |
antibodies to S. stercoralis in serum and saliva samples in human strongyloidiasis using
the indirect immunofluorescence test (IF1) and enzyme linked immunosorbent assay
(ELISA). A total of 118 paired human serum and saliva samples were tested in [FAT
and ELISA using heterologous antigen of Strongyloides ratti. From 118 samples, 48
were of patients with strongyloidiasis (group I), 35 with other intestinal parasitoses
(group II), and 35 of copronegative healthy subjects (group III). The highest
seropositivity was found in the group I by IFI, with rates of 72.9% for salivary IgA and
70.8% for serum IgG. Similarly, the geometric mean of the values of ELISA index
obtained from serum IgG (EI: 122.6) were higher than for serum IgA (EL: 114. 8). All
the groups showed statistically significant differences between serum and saliva samples
(p<0.05), save the detection of IgG in the group III. In the group I, the coefficients of
correlation between levels of specific IgA and IgG antibodies detected in serum and
saliva samples were 0.4194 and 0.4474, respectively. Comparing IFI and ELISA results
obtained in the group I, high positivity rates were found in ELISA for both serum IgA
(66.7%) and serum IgG (77.1%). Higher concordant results were found for the
detection of IgA in both serological assays. Based on the results, it can be conclude that
saliva can be used as an alternative fluid in IFI, thus complementing the parasitologic
diagnosis of strongyloidiasis. The association of both tests for the detection of IgA and

IgG antibodies in serum and saliva samples represents a useful tool for the early

diagnosis of human strongyloidiasis.
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1. INTRODUCAO

O helminto Strongyloides stercoralis foi primeiramente observado em 1876 pelo médico

francés Louis Normand, em soldados que retornaram da Cochinchina (atual Vietnd), e descrito

por Bavay em 1876 como Anguillula stercoralis para os parasitos encontrados na luz intestinal
e como Anguillula intestinalis para 08 obtidos de necropsia. Leuckart (1911) demonstrou
serem as duas formas pertencentes a mesma espécie, com uma forma partenogenética e outra
de vida livre, passando a denomina-la S. stercoralis (PES SOA; MARTINS, 1982).

A infecgdo pelo S. stercoralis (Bavay, 1876), denominada estrongiloidiase, acomete

cerca de 30 milhdes de pessoas em 70 paises. A importancia desta infecgdo esta no fato de que,

frequentemente, resulta em doenca intestinal cronica assintomatica, podendo permanecer

indetectivel por décadas (SIDDIQUIL, BERK, 2001). A estrongiloidiase tem distribuigio

mundial heterogénea, podendo a prevaléncia da infecgdo pelo S. stercoralis ser dividida em:

esporadica (<1%), endémica (1-5%) e hiperendémica (>5%). As areas hiperendémicas estéo

situadas nos tropicos. Na Europa, a infecgdo prevalece em pessoas que trabalham no campo,

enquanto nos paises tropicais a doenga acomete principalmente criangas, pelo seu contato

frequente com solos contaminados (PIRES; DREYER, 1993; PAULA ef al., 2000). Nas

Américas, € encontrada desde o Canada até a Argentina e Chile, havendo predominincia em

areas tropicais Gmidas. Focos de elevada endemicidade sdo encontrados em paises como

Coldmbia com 20% de positividade, no Peru com 48% e no Brasil (Vale do Rio Doce- Minas

Gerais) com 58% de exames positivos (REY, 2001).

O género Strongyloides, anico representante da familia Strongyloididae, apresenta 52

espécies podendo 0 homem ser acometido por duas delas: S. stercoralis e S. fuelleborni, sendo

que esta Ultima apresenta uma sub espécie, S. f. kellyi. A primeira espécie tem distribuigdo




mundial, a segunda ¢ encontrada na Affica ¢ a subespécie foi descrita parasitando criangas em

Papua- Nova Guiné (GROVE, 1996).

A forma parasitaria de S. stercoralis ¢ constituida somente por fémeas partenogenéticas
que possuem aspecto filiforme, medindo cerca de 2,2 mm de comprimento, com
aproximadamente 5 um de didmetro; o intestino € simples, abrindo-se para o exterior através
do orificio anal, situado proximo da extremidade posterior que ¢ afilada e curvada no sentido
ventral; a cuticula ¢ fina e transparente. Os parasitos vivem habitualmente na mucosa do
intestino delgado, especialmente no duodeno € jejuno. Os ovos sdo elipsoides, medem cerca de .

70 x 40 um de tamanho e sdo raramente visualizados nas fezes, dando origem s larvas

rabditoides (REY, 2001).

As larvas rabditoides medem 200 a 300 um de comprimento, possuem esdfago do tipo

rabditéide com dilatagdes nas extremidades e constricdo na parte mediana e caracterizam-se

por apresentar um vestibulo bucal curto e um esbogo genital desenvolvido. Essas larvas dio
origem as larvas filaridides, medindo cerca de 500 pm de comprimento, corpo afilado

terminando em uma ponta entalhada e esdfago longo, correspondendo & metade de sey

- e bt i

comprimento, sem dilatagdo bulbar. As larvas filaridides sdo bastante ativas e podem
permanecer vivas durante aproximadamente cir}go semanas, porém completam a sua evolugio
a0 encontrarem um hospedeiro, apds penetragdo na pele ou mucosa (REY, 2001).

Os adultos de vida livre resultam da evolugdo de larvas rabditéides eliminadas para o

meio externo através das fezes. O macho mede 0, 7 mm, o esof"tg,o é rabdltoxde eo aparelho

oAb Wi £\ i i

dlvestlv o termina efm uma cloaca CU}EI extremldade postenor ¢ recurvada ventralmente € possui

Rartaasse UL EINEVEP IR P

esplculas utxhzadas na copula A fémea me‘qe de 1 a I 5 mm, possm _corpo fusiforme, com

[

extremldade anterior romba contendo boca cercada de tres pequenos lablos O esofaoo €
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rabditoide, tendo aparelho digestivo simples que termina no &nus, proximo & extremidade

e

posterior, constituida de uma cauda afilada (REY, 2001).

O ciclo de vida de S. stercoralis pode ser indireto (vida livre) ou direto (parasitario). No
ciclo de vida livre, as larvas rabditoides eliminadas nas fezes sofrem quatro mudas em dois a
cinco dias, originando fémeas e machos de vida livre. O macho fertiliza a fémea, a qual
deposita ovos no solo‘e estes desenvolvem-se rapidamente, liberando larvas rabditoides, que
por sﬁa vez evoluem para larvas filaridides infectantes. No ciclo parasitario, as larvas
filaridides, quando em contato com a pele ou mucosa do homem, penetram ativamente
atingindo pequenos vasos, de onde sdo transportadas pela circulagdo venosa até o lado direito
do coracdo. Através das artérias pulmonares chegam aos capilares, penetram nos alvéolos e
ascendem até a traquéia através dos cilios do epitélio respiratério a nasofaringe, onde sdo
deglutidas. No duodeno, transformam-se em fémeas partenogenéticas e iniciam a oviposicio
dando origem as larvas rabditoides (ANDRADE NETO; ASSEF, 1996).

No homem, pode ocorrer auto-infecg@o interna ou externa. Na  primeira, as larvas
rabditoides transformam-se em filaridides dentro do intestino, penetrando através da mucosa e
completando o ciclo pulmonar. Na auto-infecgdo externa, as larvas filaridides resultantes da
evolugdo de larvas rabditoides presentes na regiao anal e perianal, penetram ativamente na pele
e completam normalmente o ciclo. A estrongiloidiase, nos casos de auto-infec¢do continua,
pode persistir por muitas décadas apos o individuo ter sido infectado, mesmo na auséncia de

novas infec¢des (LIU ; WELLER, 1993; REY, 2001).

, na maioria das vezes, através da penetrago ativa das

A infecgio no homem ocorre

B

R
larvas filaridides na pele e ocasionalmente atravg; da ingestdo de agua ou alimentos

Nt rea e e 1 .
contaminados com penetragdo através da mucosa oral, esofagica ou géstrica (FERREIRA,

e ST AT

1991).



Segundo GROVE (1996) os corticosteroides e seus metabolicos exercem um efeito
estimulatorio direto sobre as larvas intra-intestinais, acelerando sua conversio de rabditoides
para filaridides infectantes e aumentando a oviposi¢do das fémeas. |

O envolvimento de mecanismos imunoldgicos no processo fisiopatologico da infeccdo
pelo S. stercoralis ainda ndo estd bem elucidado (FOGACA et al., 1990). ‘Em camundongos ; a

1mumdade a larva_ filaridide é dependente de_complemento, eosindfilos e IgM. As células T-

A e BT

helper (Th) tipo 2 estio associadas a respostas contra alérgenos e patogénos, secretando
interleucinas (IL-4, IL-5, IL-10 ¢ IL-13) que induzem células B a produzirem anticorpos tais ‘
como IgE e IgG4. No mecanismo T-independente, moléculas inflamatérias inespecificas
secretadas por macrofagos, incluindo Fator de Necrose Tumoral (TNF-a) e IL-1, contribuem
para a proliferagio das células caliciformes € provocam aumento da secrecdo de muco,
revestindo assim os parasitos e levando-os a expulsdo (COSTA-CRUZ, 2000).

A descrigio da Imunoglobulina A (IgA) sérica e de algumas de suas propriedades por
Heremans; Heremans e Schultze (1959), foi o ponto de partida para estudos de varios autores

nas respostas deste anticorpo &s parasitoses (LAMM, 1976, BRANDTZEG, 1985;

DELACROIX, 1985; MESTECKY et al, 1986; CONLEY; DELACROIX, 1987). A IgA;
|

sérica representa uma parcela que varia de 10 a 15% do total de imunoglobulinas circulantes. }

|
(

A maioria da IgA sérica circulante (80 a 90%) pertence a subclasse de IgA1, enquanto no trato,

intestinal predomina a subclasse de IgA2. A vida média da IgA sérica ¢ de trés a seis dias
r

sendo que grande quantidade dessa imunoglobulina € produzida na medula dssea. O,

t
atabolismo da IgA é relativamente rapido em relagdo a 1gG e isso pode resultar em baixos
niveis séricos de IgA (DELACROIX e al, 1982; CONLEY; DELACROIX, 1987).

A IgA é dentre as 1munoglobulmas a mais presente na mucosa do trato respiratorio Jf
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nos receptores expressos na superficie de eosinofilos, neutrofilos e monocitos/macrofagos,

i st e

neutraliza virus em células epiteliais ¢ ativa a via alternativa do sistema complemento (SALVI,

LU ———

HOLGATE, 1999).

A forma dimérica da IgA (IgA secretoria- IgAs) esta ligada a outra proteina
denomindada pega secretora, que ¢ produzida por células epiteliais. Este componente facilita o
transporte ¢ impede a agdo proteolitica sobre a IgA (SALVI, HOLGATE, 1999). Esta

imunoglobulina encontra-se, predominantemente, em secregdes seromucosas como saliva,

lagrima, colostro, leite, liquor, além de secregoes traqueobrdnquicas, intestinais e geniturinarias

(RUPOLO; MIRA; KANTOR JUNIOR, 1998). A descoberta de que, dentre as I
/i

imunoglobulinas, a IgA ¢ a classe predominante nas secregdes intestinais, contribuiu para

avancos no campo da imunologia de mucosa (CHODIRKER,; TOMASI, 1963). .
O papel da resposta humoral na estrongiloidiase crénica, pela detecgdo de diferentes

imunoglobulinas aos antigenos de larvas filaridides de S. stercoralis, foi examinado em ex-

prisioneiros de g

[T
0 e v

uerra infectados cronicamente hd 30 anos. Foi postulado que respostag \

mediadas por IgA inibem a fecundidade do verme ¢ a viabilidade dos ovos na estrongiloidiase |

humana, enquanto as mediadas por Ig

E estio envolvidas na regulagdo da autoinfeccdo das

i3

larvas e que IgG4 bloqueia respostas alérgicas mediadas por IgE e portanto, podem permitir a

persisténcia da estrongiloidiase cronica assintomatica (ATKINS et al., 1999).

A triagem clinica cldssica de pacientes com suspeita de estrongiloidiase ocorre quando

0s mesmos apresentan diarréia, dores abdominais, urticaria e eosinofilia sanguinea (GROVE,

1996). Possuindo a estrongiloidiase sintomas pulmonares e digestivos comuns a outras

doengas parasitarias, 0 diagnostico clinico ¢ dificil (LIU; WELLER, 1993).

Tem-se a confirmagdo de estrongiloidiase pelo encontro de larvas de S. stercoralis nas

fezes, porém podem ser encontradas no aspirado duodenal, urina, escarro ou ocasionalmente



em outros fluidos corporais e amostras de tecidos (ONUIGBO; IBEACHUM, 1991). No
entanto, a confirmagio parasitologica da infecgo em exames de fezes especificos (Baermann-
Moraes e Lutz) é extremamente dificil, uma vez que, em mais de 2/3 dos casos, existe no
maximo 25 larvas por grama de fezes (SIDDIQUI; BERK, 2001). A realizagdo de apenas uma
colheita de fezes ¢ insuficiente para deteccdo de larvas em até 70% dos casos. A sensibilidade
do teste parasitologico € de 50% com 3 amostras de fezes e pode atingir até 100% se 7
amostras de fezes seriadas forem examinadas (LIU; WELLER, 1993; DREYER et al., 1996).
A detecgio de diferentes classes de imunoglobulinas totais e especificas para S .
stercoralis em amostras de soro, tem provado a sua eficacia quando utilizadas para auxiliar

exames coproparasitologicos. Os métodos mais empregados sdo a Reagio de

Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), utilizando antigenos homologo ou heterdlogo para
detecgio de anticorpos especificos (COUDERT et al, 1968; GROVE; BLAIR, 1981;
COSTA-CRUZ et al., 1997; MACHADO et al., 2001), e o Lnzyme-Linked Immunosorbent
Assay (ELISA) (ROSSI et al, 1993a; ATKINS ez al., 1999; PAULA et al., 2000). A técnica
de imunofluorescéncia direta utilizada para determinar as concentragdes de IgA, IgG e IgM na
mucosa jejunal de pacientes com diferentes formas clinicas de estrongiloidiase humana
(assintométicos, sintomaticos leves e sintomaticos graves), demonstrou diminui¢do nas
concentracdes de IgM e IgA nos trés grupos, quando comparado com o grupo controle. Nio
foi observado alteracdo na concentragio de IgG (FOGACA et al., 1990).

Os testes RIFI e ELISA, comumente utilizados, detectam as diferencas entre as
imunoglobulinas presentes nos individuos infectados, as correlagdes destas com diversos

estagios da doenca, além de expressar a especificidade e sensibilidade das reagoes (GENTA,;

GARY: WEIL, 1982; ROSSI et al., 1993b; COSTA-CRUZ et al., 1999a).



Uma das principais limitagdes encontradas no desenvolvimento de testes sorologicos
mais sensiveis e especificos ¢ a dificuldade em se obter quantidades suficientes de antigenos,
que permitam seu posterior fracionamento e analise (ROSSI ez al., 1993b).

Strongyloides ratti (Sandground, 1925) é um parasito de rato e camundongos e infecta
com maior facilidade o rato branco mantido em laboratério. A cultura de fezes infectadas
permite a obtengdo de um grande numero de larvas filaridides, simplificando a obtengdo do
antigeno (ROSSI ez al., 1993b). A composi¢do antigénica de S. ratti foj comparada com a de
S. stercoralis, demonstrando ser possivel sua utilizagio como antigeno heterdlogo, provendo
fonte segura de antigeno para o diagnostico da estrongiloidiase em laboratorio (GROVE;
BLAIR, 1981, NAGESWARON; CRAIG; DEVANEY, 1994, SATO; KOBAYASHI;

SHIROMA, 1995). O uso de extrato alcalino € de antigeno heterologo sdo recomendados pelah

e

Vi

praticidade no preparo e pelo rendimento em concentragdo protéica, quando se trabalha ng \J =

deteccdo de anticorpos especificos anti- S. stercoralis (COSTA-CRUZ et al., 1999a; PAULA
et al., 2000).

Recentemente tem se pesquisado a presenga de anticorpos salivares especificos para
diferentes doengas infecciosas, bem como para pesquisa de biomarcadores na epidemiologia e
toxicologia (CHICHARRO er al., 1998). A quantificagio de anticorpos em amostras de saliva,
tem sido realizada para diferentes protozoarios (MURO ef al., 1990; LOYOLA ef al., 1997;
PINHO ez al, 1999) e na neurocisticercose humana (BUENO et al, 2000). No entanto, de
acordo com a literatura consultada, ndo foi observado a pesquisa de anticorpos salivares na
estrongiloidiase humana.

As vantagens da pesquisa em amostras de saliva sdo maior aceitabilidade (ndo invasiva,

ausénsia de dor), maior conveniéncia (baixo custo e colheita rapida) e oferece menor risco de



contaminagio ao manipulador (PARRY, 1993; SMITH; BOWEN, 2000, SANCHEZ-

MARTIN et al., 200 1).

A cidade de Uberlandia- MG foi considerada hiperendémica quando 13% de positividade
para S. stercoralis foi detectada por Machado e Costa-Cruz (1998) apds a analise de 9900
ldminas de exame de fezes de criangas de quatro meses a sete anos de idade.

Exames coproparasitologicos realizados por Oliveira ef al. (2002) em 45 individuos

alcoolatras cronicos provenientes do municipio de Uberldndia, constataram a presenga de

larvas de S. stercoralis em 33% dos individuos.

Considerando que o municipio de Uberlandia, foi descrito como 4rea hiperendémica para
a estrongiloidiase e tendo em vista o grande interesse dos pesquisadores na utilizagdo de
amostras biologicas que viabilizem a realizagio dos testes imunologicos, decidiu-se avaliar a

saliva como fluido alternativo no diagndstico complementar desta parasitose.



2. OBJETIVOS

Geral

» Detectar e quantificar os anticorpos IgA e IgG especificos em amostras pareadas de soro e

saliva na estrongiloidiase humana.

Especificos

e Analisar os testes RIFI e ELISA para detec¢do de IgA e IgG em amostras de soro e saliva.

e Comparar os niveis das duas imunoglobulinas IgA e IgG especificas nas amostras de soro e

saliva,
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Populaciio de estudo

Foram analisadas amostras pareadas de soro e saliva de 118 individuos provenientes do
Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia, dos postos de saude municipais

dos distritos de Uberlandia e duas cidades vizinhas (Araguari e Tupaciguara) localizadas no

Tridngulo Mineiro, Minas Gerais - regido sudeste do Brasil.

Dos 118 individuos estudados, 48 estavam monoparasitados, eliminando larvas de .-
stercoralis nas fezes (grupo I), 70 constituiam os individuos controles, sendo 35
monoparasitados para outros parasitos intestinais (grupo II) e 35 individuos copronegativos
(grupo III). Os exames de fezes dos individuos pertencentes aos grupos I e I foram realizados
no Laboratorio de Analises Clinicas da Universidade Federal de Uberldndia ou nos postos de
satde municipais dos distritos e cidades vizinhas. O grupo III foi definido apos a analise de
exames parasitologicos realizados a partir da colheita de trés amostras de fezes, pelos testes de

Baermann-Moraes (BAERMANN, 1917, MORAES, 1948) e Lutz (LUTZ, 1919), no

Laboratério de Parasitologia da Universidade Federal de Uberlandia.

Esse trabalho obteve aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade

Federal de Uberlandia.

3.2. Amostras de soro

Foram colhidos 10mL de sangue dos 118 individuos através de pun¢do venosa
(VACUTAINER- Precision Glide/ Becton Dickson Vacutainer System, Franklin Lakes, NJ,

EUA). As amostras foram encaminhadas ao Laboratorio de Parasitologia do Instituto de
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Ciéncias Biomédicas, para obteng@o do soro ap6s centrifugagdo (Fanem, S3o Paulo) a 350 x g

por 5 minutos. As amostras de soro foram distribuidas em aliquotas e armazenadas a -20°C até

0 momento do uso.

3.3. Amostras de saliva

As amostras de saliva total foram obtidas a temperatura ambiente com auxilio de um.

pedago de algoddo limpo. Antes do procedimento, foi realizada avaliagdo bucal clinica dos

individuos por um odontologista, para posterior limpeza da cavidade oral por meio do enxagiie

A Um volume de aproximadamente 3mL por individuo foi colhido e distribuido em
com agua.

Iv. lizagdo dos testes imunoldgicos, as
i a -20°C. No momento da rea d ,
aliquotas, sendo conse ados

amostras de saliva foram descongeladas lentamente e centrifugadas a 12.400 x g a 4°C durante

15 minutos (Sorvall RC 5C plus, EUA). O sobrenadante foi utilizado para pesquisa de
minuto )

anticorpos das classes IgA e IeG anti-Strongyloides.

3.4. Diagnostico Parasitolégico

3.4.1. Método de Baermann-Moraes (BAERMANN, 1917; MORAES, 1948)

I g e 1

2 . .. )
s .
quatro sobre uma tela metalica com 100 malhas por cm”. O material foi colocado num funil d

. A ‘2 haste foi colocada uma mangueira de borracha de 10 cm,
vidro com diametro de 11,5 ¢m, ¢4

. . s oua a 45°C até a borda e deixando a gaze em contato com a
obliterando a pinga contendo ag
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agua por uma hora. Apos este periodo, o sedimento foi colocado em uma ldmina, acrescentado
uma gota de lugol (Doles, Goids), homogeneizado e adicionado uma laminula (24 X 24 mm)
para posterior visualizagio em microscopio optico (Olympus, CH-2, Japdo) em aumentos de
100 e 400X. Das trés amostras colhidas para cada individuo pertencente ao grupo III, foram

preparadas trés ldminas por amostra e lidas por dois examinadores.

3.4.2. Método de Lutz (1919)

Cerca de 2 gramas de fezes foram colocados em um “becker” com cerca de 5 ml. de
agua e triturados com auxilio de um bastdo de vidro. Em seguida acrescentou-se 20 mL de
agua, filtrando a suspensdo resultante para um calice cdnico de 200 mL de capacidade,

utilizando uma tela de nailon com cerca de 80 a 100 malhas por cm? e uma gaze cirtrgica

dobrada em quatro.

Os residuos contidos na gaze foram lavados com 20 mL de agua, sendo o liquido da
lavagem, recolhido no mesmo célice e completado para 200 mL. A suspensdo de fezes
permaneceu em repouso durante 24 horas. Posteriormente, uma gota do sedimento foi
colocada numa ldmina de microscopia, acrescentado lugol, homogeneizado (Doles, Goias),
colocado uma laminula (24 X 24 mm) e examinado em microscopio optico (Olympus CH-2,

Japdo) nos aumentos 100 e 400X. Foram lidas trés 1aminas das trés amostras colhidas por dois

examinadores.

3.3. Diagnéstico Imunologico

3.5.1. Obtencio de larvas de Strongyloides ratti
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Apos 10 dias da inoculagio de 2.000 larvas de S. ratti, por via subcuténea, em Ratus
rattus mantidos infectados experimentalmente, fez-se a colheita de fezes para cultivo pelo
método de Looss (Neves ef al,, 2000). No 5° dia, as larvas foram obtidas pelo método de
Baermann-Moraes (BAERMANN, 1917, MORAES, 1948). Parte das larvas foram utilizadas

para manuten¢do do ciclo evolutivo em R. rattus e a outra foi mantida a -20°C para preparo

dos antigenos.

3.5.2. Obtencio do antigeno de S. ratti para Reaciio de Imunofluorescéncia Indireta

(RIFT)

Larvas de S. ratti foram incluidas em Tissue Teck O. C. T. (Polyvinyl alcohol,
polyethilene glycol/ Miles, Elkahart, EUA) e submetidas a cortes de 4 micra de espessura em
criostato (International Cryostat IEC, CTI- Mass, USA) a -30°C. Os cortes foram depositados

em Jaminas de microscopia extra fina previamente desengorduradas e conservadas a -20°C

segundo Costa-Cruz ef al. (1997).

3.5.3 Reaciio de Imunofluorescéncia Indireta para detecgiio de IgA ¢ IsG nas amostras

de soro e saliva

As amostras de soro foram primeiramente testadas na dilui¢o 1:10 e as de saliva g 1:2.
No momento da realizagdo deste teste, diferentes diluigdes dos conjugados e tempo de
incubagdo das amostras de saliva, foram avaliados. Para o conjugado IgA nas amostras de soro

e saliva, as diluigdes testadas foram 1:10, 1:50 e 1:100. Para o conjugado IgG nas amostras de
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soro as dilui¢oes foram 1: 50, 1: 100 e 1:200 e nas amostras de saliva, 1: 25, 1:50 e 1:100.

Amostras de saliva total foram incubadas em duplicata para teste, nos tempos: 30, 45 ¢ 60

minutos.

Sobre as ldminas de microscopia contendo cortes de 4 micra das larvas, foram
adicionadas amostras de soro e saliva padrdo positivo e negativo diluidos em solucdo salina
tamponada com fosfatos (PBS), pH 7,2 a 0,01M. Nas amostras de soro a dilui¢dio ideal foi de
1:10 para IgA, 1:20 para IgG e 1:2 nas amostras de saliva para ambos anticorpos. Amostras
positivas e negativas foram testadas isoladamente nas diluigdes acima citadas. Apbs o tempo
ideal de incubag¢io de 30 minutos para amostras de soro e de 45 minutos de incubagdo para
amostras de saliva a 37°C em cdmara umida, as liminas foram lavadas em PBS por cinco
minutos (3 vezes), sendo adicionados respectivamente, os conjugados anti-IgA (cadeia o
especifica — Sigma, St. Louis, EUA) e anti-IgG (cadeia y especifica - Sigma) humana marcados
com fluoresceina, diluidos em solugdo de PBS ¢ azul de Evans a 3%, nos titulos ideais de 10
para anti-IgA (Sigma) e 100 para anti-IgG no soro, sendo que para saliva, os titulos ideais do
conjugado foram de 10 para anti-IgA, e 50 para anti-IgG. Apds 30 minutos de incubag¢fo a
37°C, para ambos conjugados, as ldminas foram novamente lavadas em PBS por 3 vezes e
montadas em glicerina alcalina pH 9,6. As reagdes foram avaliadas em microscopio de
Imunofluorescéncia (ZEISS, Axiolab Alemanha) de acordo com fluorescéncia de controles
positivos e negativos, sendo os resultados expressos em titulos. Foram consideradas reagentes
as amostras de soros com titulo > 10 para IgA, > 20 para IgG e > 2 para os dois anticorpos em

amostras de saliva. Amostras positivas foram diluidas na razdo 2 para titulagio dos anticorpos

circulantes.
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3.5.4. Producio do Extrato Alcalino de S. ratti para teste ELISA

Foi adicionadolmL de NaOH (Merck, Alemanha) 0,15M as 100.000 larvas obtidas (item
3.5.1.). O material permaneceu em incubag@o por seis horas a 4°C sob agitagdo lenta. Seguiu-
se a adicdo de 0,5 mL de HCI 0,3M (Merck, Alemanha) até atingir pH entre 7 ¢ 7,5. Em
seguida, o material foi centrifugado a 12.400 x g por 30 minutos a 4°C (Sorvall RC plus,
EUA). O contetido protéico do sobrenadante foi dosado pelo método de Lowry er al. (1951),

obtendo concentragio protéica de 200ug/mL.

3.5.5. Teste Imunoenzimatico ELISA para detec¢iio de IgA e IgG em amostras de soro e

saliva

Para padronizagdo do teste em amostras de saliva (trés amostras reagentes e trés nio
reagentes pela RIFI), conjugados IgA e IgG foram analisados nas diluigdes, 1:500, 1:1000,
1:2000 e 1:4000. A incubagio das amostras foram avaliadas durante 45, 60, 90 e 120 minutos.
Foram empregadas microplacas de poliestireno (DIFCO, Interlab, Sdo Paulo) como suporte
para adsor¢io de SOuL do antigeno alcalino de S. rati na concentragio ideal de 10pg/mL
isoladamente. As placas foram sensibilizadas a 4°C durante 18 horas em tampéo carbonato-
bicarbonato 0,06M, pH 9,6. Apds este periodo e trés lavagens de cinco minutos com PBS
acrescido de Tween 20 (PBS/T) a 0,05% (Sigma, EUA), foram adicionados 50uL de amostras
de soro, em duplicata, nas diluigdes de 1:10 (IgA) e 1:20 (IgG) e amostras de saliva, em
duplicata, diluidas a 1:2 em PBS/T para ambas imunoglobulinas. Apds incubagio por 45
minutos em cimara imida a 37°C para soro e 60 minutos para saliva, seguiu-se trés lavagens

de S minutos com PBS/T para posterior adi¢do de 50uL do conjugado anti-IgA e anti-IgG
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humanas marcados com peroxidase (Sigma, EUA), nos titulos otimos de 1.000 para IgA,

2.000 para IgG nas amostras de soro e 500 para IgA e IgG nas amostras de saliva, por um

periodo ideal de 45 minutos a 37°C. Apos trés lavagens, a reagdio foi revelada pela adicdo de

50uL do substrato H,O, a 30% (Merck, Alemanha), solugo cromdgena de ortofenileno

diamina [(OPD), Merck, Alemanha) 5Smg OPD + 12,5 mL de Tampdo citrato-fosfato 0,1M pﬁ

5,5 (Na, HPO, + écido citrico) + SuL H O2 30%], preparado no momento do uso. Apos 15

minutos & temperatura ambiente e ao abrigo da luz, a reago foi interrompida pela adicgo de 25

uL de solugdo 2N de HpSO, (Merck, Alemanha) e os valores da absorbincia foram
determinados a 490 nm em leitor de ELISA (Metrolab 980, Argentina).

Para analise individual das placas, os resultados foram expressos em Indice ELISA (IE),
calculados segfmdo a formula: [(Densidade Optica das amostras / valor do limiar de
reatividade (cut off)] x 100, onde o cut off foi determinado pela média da absorbancia de 3
controles negativos para cada espécime, acrescido duas vezes do desvio padrio

(MADALENA, 1999).
O limiar de reatividade do teste ELISA foi definido como 100 IE (indice ELISA),

3.6. Anilise estatistica

Comparagdes entre diferentes médias geométricas dos niveis de anticorpos IgA e IgG
anti-Strongyloides determinados pelo teste ELISA foram analisados segundo o teste Mann
Whitney. Dados de correlagdo entre amostras de soro e saliva para os dois anticorpos foram
apresentados segundo “correlagdo de Spearman” (p< 0,05). Diferentes taxas de positividade
aos testes RIFI e ELISA para as imunoglobulinas estudadas em amostras de soro e saliva,

foram analisadas pelo teste exato de Fisher. Valores de p< 0,05 foram considerados
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estatisticamente significantes utilizando o Software GraphPad Prism versio 3.0 (GraphPad

Software, Inc).

3.7. Normas de biosseguranca

Todo o processamento de colheita, manuseio do material biologico e dos reagentes bem
como a utilizagdo dos equipamentos foram realizados segundo as normas de biosseguranca

compativeis (CHAVES-BORGES; MINEO, 1997).

3.8. Retorno aos participantes

Os resultados dos testes imunologicos, bem como os parasitologicos, foram
encaminhados aos participantes do trabalho. Os pacientes pertencentes aos grupos I e II,
receberam antes da colheita do material, quando aceitaram participar, nocdes bésicas de

educacio sanitdria ¢ também informagdes especificas sobre o parasito que albergavam.
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4. RESULTADOS

4.1. Caracterizacio dos individuos em estudo

Dos 118 individuos analisados, dentre os 48 pertencentes ao grupo I, a idade variou de
02 a 71 anos. No grupo II, os 35 individuos analisados, apresentaram idade de 05 a 59 anos.
Neste grupo, os individuos estavam monoparasitados por Giardia lamblia (11), Ascaris
Ilumbricoides (9), ancilostomideo (5), Enterobius vermicularis (3), Entamoeba histolytica 3,
Taenia sp (2) e Trichuris trichiura (2). Nos 35 individuos copronegativos (grupo III) a idade
variou de 01 a 66 anos.

A Tabela 1 apresenta a distribui¢go dos trés grupos segundo o sexo dos participantes. Os
anexos 1, 2 e 3 apresentam a relagdo dos individuos que compdem os trés grupos, ;egundo

sigla do nome, procedéncia, sexo, idade, resultados dos testes parasitoldgicos e imunoldgicos.

Tabela 1. Distribui¢do por sexo dos 48 pacientes com estrongiloidiase (grupo 1), 35 pacientes

com outras parasitoses intestinais (grupo II) e 35 individuos copronegativos (grupo I1I)

GRUPOS
SEXO TOTAL I -
n (%) I
n (%) n (%) n (% )

MASCULINO

FEMININO

TOTAL

54 (45,7%)

64 (54,3%)

118 (100%)

23 (48%)

25 (52%)

19 (54,3%)

16 (45,7%)

12 (34,3%)

23 (65,7%)

48 (100%)

35 (100%)

35 (100%)
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4.2. Diagnostico Imunolégico
4.2.1. Detecciio de anticorpos IgA e IgG-anti-Strongyloides pela RIFI

No grupo 1, a presenca de IgA circulante no soro foi verificada em 26 (54,2%) pacientes.
Na saliva foram detectados 35 (72,9%) pacientes positivos para IgA. Para IgG, detectou-se 34

(70,9%) pacientes positivos no soro ¢ 16 (33,3%) para IgG na saliva. Os resultados e as

respectivas titulagdes estdo resumidos na Tabela 2 a seguir.
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Tabela 2. Distribuigdo dos titulos de anticorpos IgA e IgG anti-Strongyloides detectados pelo

teste de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) em amostras de soro e saliva de 48 individuos do

grupo I (Strongyloides +), 35 do grupo II (outras parasitoses intestinais) e 35 do grupo III

(copronegativos)
_— Grupo [ Grupo IT Grupo III
n (%) n (%) n (%)
Soro — IgA
<10 22 (45,8) 35 (100) 35 (100)
10 21 (43,8) 0 0
20 04 (8,3) 0 0
40 01(2,1) 0 0
Soro — [gG
<20 14 (29,1) 35 (100) 35 (100)
20 25 (52,1) 0 0
40 08 (16,7) 0 0
80 1(2,1) 0 0
Saliva — IgA
<2 13 (27,1) 34 (97,1) 35 (100)
2 24 (50,0) 01 (2,9) 0
4 08 (16,7) 0 0
8 03 (6,2) 0 0
Saliva — IgG
<2 32 (66,7) 35 (100) 35 (100)
2 15(31,2) 0 0
4 01(2,1) 0 0
3 0 0 0
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4.2.2. Detecciio de anticorpos IgA e IgG anti-Strongyloides pelo teste ELISA

No grupo I, a média geométrica dos niveis de IgA anti-Strongyloides no soro foi de
114,8 IE, valor diferente estatisticamente (p < 0,01) do encontrado na saliva (88,0 IE). No
grupo II os niveis de IgA foram significativamente maiores (p <0,001) na saliva (74,5 IE) do
que no soro (52,3 IE). Neste grupo, 2 (5,7%) individuos apresentaram-se reativos no soro

para IgA e 4 (1 1,4%) na saliva. No grupo I11, niveis no soro foram maiores que os obtidos na

saliva (p < 0,01), somente 2 (5,7%) individuos foram reativos em amostras de soro. (Figura

1A).

Quanto aos niveis de IgG anti-Strongyloides, nos individuos do grupo I, a média

geométrica no soro foi de 122,6 IE, valor significativamente superior (p < 0,0001) ao

encontrado na saliva (75,2 [E). No grupo II os niveis de IgG no soro (61,3 IE) foram maiores

que na saliva (42,1 IE) (p < 0,001). Para 0 grupo I, os valores de IgG na saliva (48,3 IE)

foram maiores que no soro (40,8 IE), valores ndo estatisticamente diferentes (p > 0,05).

Comparando-se as médias geométricas dos niveis de IgG no soro e na saliva entre grupos, 0s

niveis do grupo I foram significativamente maiores do que os do grupo I e IIT (p < 0,01). No

grupo II, detectou-s€ 2 (5,7%) individuos reativos no soro e, na saliva 1 (2,8%) individuo
(Figura 1B).

Os individuos do grupo II que reagiram positivamente no ELISA para [gA e IgG

estavam monoparasitados por: ancilostomideo, E. vermicularis, A. lumbricoides e L.

histolytica. Dos individuos do grupo 1I e III que tiveram reacdo positiva no ELISA, maior

reatividade foi para IgA em amostras de saliva. Desses individuos, apenas um apresentava

quadro de gengivite leve (segundo avaliagdo odontologica), os demais ndo apresentavam carie

ou qualquer distarbio oral.



10000~
A .+ Soro
) o Saliva
S
3
T 1000+
S
>‘ Q
e ‘
O & [
% “iaeel 8800 .
. Sl 0080870 %y o-ppdbmceotad s —
-E 100‘““:: *e® s  O8go0o?° “%e ogggg% 150 f).;,ﬁuGEQ
° R U R+
< %og00 fase, 0? Sas 90,00
o® 000 o® v
9 o 0e® 82:;.3
10—J
mg 114,8 88,0 503 74,5 71,4 51,3
Grupo | Grupo |l Grupo Il
100007 o s
) o Saliva
)
3
T 1000+ o
3
)
S
= ::::::: 000
(,) ::;ga:: 0000 BB e C: ________________________ & s
o 100 --2eed - Sgeupyt- e e b 3god
% 9g° og oa .,ﬂag:q ogggo w::"’ 0800
™ °g00b8° ey 0,20 MIATH 08gTbo0
S . > ogfie  spice i
- ‘ ° 00 : o
10d ————
mg 1226 75,2 61,3 42,1 40,8 48,3
Grupo | Grupo I Grupo Il
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ELISA e .expressos em Indice ELISA (IE) em iz ST i o
Joides +), 35 do grupo 11 (outras parasitoses
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4.2.3. Correlaciio dos niveis de anticorpos especificos IgA e IgG anti- Strongyloides em

amostras de soro e saliva

Os dados de correlagdo positiva indicam a concomiténcia dos resultados tanto para soro

quanto saliva.

O grupo I, apresentou correlagdo positiva moderada entre os niveis de IgA nas amostras
de soro e saliva (0,4194). O mesmo ocorreu para IgG (0,4474). Ambos com valor de p< 0,05.

Os grupos II e IIT ndo apresentaram nenhuma correlagdo entre as amostras analisadag '
para ambos anticorpos (p> 0,05). Os valores foram respectivamente, no grupo II, de 0,06776 e
0,09317 para IgA e IgG de 0,2634 e 0,1478 no grupo III.

A Figura 2 apresenta a correlagio dos niveis de IgA e IgG nas entre amostras de soro e

saliva, expressos em indice ELISA para o individuos positivos para S. stercoralis (grupo ).
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Figura 2. Correlagdo dos niveis dos anticorpos especificos anti-Strongyloides 1gA
(A) e IgG (B), expressos em indice ELISA (IE) entre amostras de saliva e soro de
48 pacientes do grupo I (Strongyloides +). Correlagao de Spearman



4.2.4. Positividade dos testes RIFI e ELISA na deteccio de IgA e 1gG anti-Strongyloides

A figura 3 apresenta os valores de positividade de IgA e IgG em amostras de soro e
saliva frente aos dois testes imunologicos.

Valores estatisticamente significantes foram observados na detecgio de IgA em amostras
de saliva onde a RIFI (72,9 %) apresentou maior positividade que o ELISA (45,8%) (p <
0,05). Considerando o teste ELISA, observou-se para o mesmo anticorpo, resultados nio
estatisticamente diferentes em amostras de soro (66,7%) quando comparados as amostras de
saliva (45,8%) (p > 0,05).

A detecgdo de IgG no teste RIFI entre amostras de soro e saliva apresentou como
resultados respectivos, 70,9% e 33,3% (p < 0,05). Da mesma forma, o ELISA detectou 77,1%

nas amostras de soro e 29,2% na saliva, valores esses estatisticamente significantes (p < 0,05).
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Figura 3. Testes RIFl e ELISA de acordo com a positiv‘idade dos anticorpos
IgA e 1oG anti-Strongyloides, em 48 amostras de soro e saliva dos individuos do
o

grupo 1 (Strongyloides ).
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4.2.5. Concordincia e discordincia das amostras de soro e saliva frente aos testes

imunolégicos

Utilizando a RIFI para detecgdo de IgA, 30 (62,5%) individuos apresentaram resultados
concordantes entre amostras de soro e saliva. Maiores indices (p < 0,05) de concords ncia
positiva para as amostras foram observados para IgA (22; 45,8%) quando comparados aos
negativos (08; 16,7%). Para a mesma imunoglobulina, 13 (27,1%) individuos foram positivos
somente nas amostra de saliva (soro - / saliva +). Para IgG, 22 (45,8%) individuos |
apresentaram-se positivos pelas amostras de soro (soro +/ saliva -) (Tabela 3).

No teste ELISA a maior concordancia dos resultados foi determinada para IgA (32;
66,7%) do que para IgG (23; 47,9%) (p> 0,05). Entre os discordantes, amostras de SOro para
detecciio de IgA apontaram como positivos 13 (27,1%) individuos, estes apresentaram-se

negativos na saliva (soro + / saliva -), sendo que para IgG, esse nimero foi de 24 (50,0%)

individuos.

Tod resultados concordantes e discordantes dos dois espécimes biologicos, das
odos o0s

d Ses e das duas classes de imunoglobulinas estdo demonstrados na Tabela 3.
uas rea¢d
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Tabela 3. Analise dos resultados concordantes e discordantes entre amostras de soro e saliva,

quanto aos testes RIFI ¢ ELISA na deteccdo de anticorpos IgA e IgG anti-Strongyloides em

48 pacientes do grupo I (Strongyloides +)

Concordantes Discordantes

Soro +/ Saliva+ Soro -/ Saliva—~  Soro +/ Saliva—  Soro -/ Saliva +

n (% n (% n (%) n (%)
RIFI
IgA 22 (45,8) 08 (16,7) 05 (10,4) 13 (27,1)
IeG 12 (25,0) 10 (20,8) 22 (45,8) 04 (8,3)
ELISA
IgA 19 (39,6) 13 (27.1) 13 (27,1) 03 (6,3)

IgG 13 (27,1) 10 (20,8) 24 (50,0) 01 (2,1)
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5. DISCUSSAO

Testes parasitologicos, geralmente subestimam a prevaléncia de S. stercoralis, devido a

baixa carga parasitaria eliminada nas fezes (DREYER ef al., 1996). A aplicagdo de técnicas

parasitoldgicas € imunoldgicas associadas, contribuem para o esclarecimento do diagndstico

clinico e epidemiolégico da estrongiloidiase, propiciando adequada conduta terapéutica

(PAULA et al., 2000).

Em amostras de soro os testes de RIFI para IgG anteriormente padronizados por nossa

equipe utilizando-se antigeno de S. ratti revelaram sensibilidade de 92,5% (COSTA-CRUZ ef

al., 1997) e os testes ELISA detectaram positividade para IgA de 47,5% (COSTA-CRUZ et

al., 1999a) e 93,4% para IgG (COSTA-CRUZ et al. 1999b).

No presente estudo, utilizando RIFI foi encontrado 54,2% de positividade para IgA e

70,8% para IgG nas amostras séricas. Resultados diferentes foram observados em individuos

infectados cronicamente por . stercoralis, onde foi detectada 92% de reatividade para IgG e

auséncia de positividade para [gA nas amostras de soro de 48 pacientes analisados pela RIFI

com antigeno homologo de S. stercoralis (GENTA; GARY; WEIL, 1982).

Nio foi possivel confrontar a acentuada positividade de IgA na saliva quando comparada

a0 soro, observados no presente trabalho, pelo fato de ndo serem conhecidos trabalhos em
amostras de saliva na estrongiloidiase humana de acordo com a literatura consultada.
Entretando, acredita-se que 0S elevados niveis de IgA na saliva se devem por ser esta, dentre
as imunoglobulinas salivares, a mais prevalente (aproximadamente 90%) principalmente na
forma de sigA (GRIMOUD et al., 1996). Além disso, Carranza ¢ Newman (1997) citaram que
a IgA sérica representa um quinto da concentragio de IgG no soro humano e apesar da

acentuada concentragio de IgG no soro, sud concentra¢do nas secregdes € baixa.
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No teste ELISA, os valores expressos €m média geométrica, no grupo I, foram maiores

nas amostras de soro para IgG que IgA. Elevados valores foram também determinados por

Rossi et al. (1993b) na detecgdo de IgG sérica (77,1%) em 27 pacientes com estrongiloidiase.

Contudo, positividade de 83,3% ¢ 89,5% para IgA e IgG, respectivamente, foram descritos

por Genta et al. (1988).

Segundo a literatura, em amostras séricas de individuos com fase definida da infecgfo

por 8. stercoralis, a presenga da IgA sugere reagudizagéio da doenga (ROSSI et al., 1993b).

Niveis de anticorpos S€ricos anti-S. stercoralis podem permanecer elevados por longos

periodos apés o tratamento, com isso, o teste ELISA para detecgdo de IgG ndo distingue

infecgdo aguda de cronica, mas um resultado positivo pode auxiliar a estabelecer o diagndstico

da infecgio, principalmente em areas de maior endemicidade (GENTA ez al., 1988).

No estudo realizado por Atkins ef al. (1997), em uma populagdo endémica para S.
stercoralis na Jamaica, verificaram que 0S niveis de IgG1 eram inversamente correlacionados
com a idade. Foi observado, ainda, menor nivel de IgE em grupos de idade avangada, enquanto
0s niveis de IgA foram similares em ambos grupos endémicos (mais velhos: 30 a 80 anos ¢

jovens: 6 a 29 anos), mas foram elevados em individuos infectados cronicamente. Os autores
sugeriram que a idade estaria correlacionada com a infecgdo cronica por S. stercoralis em area
endémica ¢ que a regulagio de IgG4, precocemente, poderia facilitar a estabilizagio da
infecgiio. Sugeriram também que, clevada produgdo de IgA poderia estar envolvida no
controle da infecgdo cronica, ja que €sse anticorpo interfere na redugdo da produgdo da IgG1.

Estudo da concentragdo das imunoglobulinas locais (IgA, 1M e IgG) pela técnica de

agmentos de intestino delgado, foi realizado por Fogaga

Imunofluorescéncia direta utilizando ff

et al. (1990). Os 32 pacientes com estrongiloidiase foram classificados em assintomaticos,

sintomaticos leves e sintomaticos graves. Houve diminui¢do significativa da concentragio de
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IgA nos pacientes sintomaticos graves, diminuigdo de IgM nos trés grupos e nenhuma
alteracdo nos nives de IgG. Os resultados demonstram uma resposta anormal em nivel de
mucosa intestinal, principalmente em pacientes sintomaticos graves, sugerindo uma deficiéncia
imunolodgica primaria ou secundaria a infecgfo parasitaria.

As diferencgas na detec¢iio de niveis de anticorpos observadas ndo s6 nesse estudo mas
também pelas descri¢Ges literarias anteriormente citadas, denotam claramente que, fatos como
a heterogeneidade dos individuos e estagios clinicos da doenga sdo aspectos altamente
relevantes nos casos de estrongiloidiase humana. A metodologia empregada no atual estudo
ndo possibilitou a caracterizagio das amostras quanto ao estagio de infecgdo, no entanto,
algumas colocagbes sdo necessarias. O desaparecimento de IgA especifica, na maioria das
infecgdes, ¢ acompanhado por niveis estaveis de IgG, que por sua vez sdo detectadas
posteriormente a IgA (ATKINS et al., 1997). Acredita-se, pelos achados deste trabalho, que
as amostras reativas representam individuos tanto de fase cronica (IgA — e IgG +) quanto
aguda da infec¢do (IgA+ e IgG+), apesar da positividade para IgG sérica ser mais acentuada
que IgA. No entanto, ao se trabalhar com resposta humoral, deve-se lembrar das variagdes
imunologicas individuais, por isso a importdncia em se pesquisar diferentes classes de
imunoglobulinas simultaneamente.

Com relagdo a secrecdio salivar, existe uma correlagdo entre 0s nives de imunoglobulinas
encontrados na mesma com o quadro odontologico dos individuos. Segundo Lehner (1996), a
lesio inicial da gengivite é localizada no sulco gengival, no epitélio juncional e tecido
conjuntivo adjacente. Os vasos sanguineos da gengiva se dilatam e ha exsudagio de fluido com
imunoglobulinas, principalmente IgG. Com base nesses comentérios e diante da auséncia de
quadros clinicos odontologicos que pudessem alterar a resposta imunoldgica especifica,

imagina-se que a baixa positividade encontrada nos grupos Il e Il no ELISA indique provavel
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reatividade cruzada entre S. stercoralis, principalmente por pertencerem, a maioria, ao filo dos
helmintos (COSTA-CRUZ; MACHADO; CAMPOS, 1998). Contudo, niio deve ser descartada
a possibilidade da existéncia de S. stercoralis em tais individuos, apesar do exame
parasitologico negativo para os mesmos. Importante ressaltar que, no grupo I, apenas dois
casos de gengivite e caries leves foram detectados. Esses pacientes apresentaram-se positivos
para as duas amostras, todavia ndo apresentaram acentuados valores de DO (densidade
Optica). Os valores reforcam as citagdes de Lehner (1996), ao afirmar que as concentragdes de
IgAs na saliva total, somente sdo significativamente menores em individuos com lesGes (carie,
gengivite, periodontite) acentuadas.

Ainda relacionado aos valores de positividade ELISA, um paciente do grupo [
apresentou elevado nivel de IgG na amostra de saliva. O individuo pertencente ao sexo
masculino era alcoolatra ha 15 anos. Segundo Oliveira et al. (2002), alcoolatras crénicos sio
mais susceptiveis a infecgdes por S. stercoralis devido a maior exposicio aos agentes
infecciosos, Nesses individuos, ocorre acentuado aumento no nivel de imunoglobulinas séricas,
frequentemente IgA, IgM e IgG. Concluem que alcoolismo cronico é um importante fator que
predispde a estrongiloidiase.

Varias pesquisas realizadas sobre o papel da IgA na imunidade de mucosa e sistémica,
correlacionam a sua presenga no soro e nas secre¢des (CONLEY: DELACROIX, 1987).
Estudos apontam para uma aparente compartimentalizagdo dos sistemas de mucosa e
sistémico. O transporte da IgA sérica para as secre¢des ndo concorre para sua eliminagdo do
soro, sendo a maior fonte de IgA vascular proveniente da medula dssea, contrastando com a

IgA de secregio cuja fonte principal ¢ o tecido linfoide associado as mucosas (MESTECKY et

al.,, 1986; CONLEY; DELACROIX, 1987).
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Quando o agente infectante € capaz de colonizar ou invadir a mucosa intestinal, ele ndo
s6 induz a resposta imune local, como também, pelo contato com outros tecidos linfoides,
pode desencadear resposta humoral através da sintese de IgM, IgA e IgG (McGHEE;
MESTECKY, 1990).

Comparando-se os resultados dos testes RIFI e ELISA e analisando valores
concordantes e discordantes, a RIFI para detec¢do de IgA na saliva, mostrou-se capaz de
auxiliar o diagnostico. Segundo Dafalla (1972), a RIFI é um teste eficaz, principalmente pelo
fato de reconhecer antigenos de superficie .

Os acentuados valores de IgG no soro observados no ELISA, quando comparados aos
encontrados na RIFI se assemelham aos relatos de Bueno ef al. (2000) na neurocisticercose
humana. Os autores encontraram, para IgG no soro 100% de positividade ¢ 32% na saliva,
porém, diferem para detecgdo de IgA no soro (36%) e 4% na saliva. Entretanto, foram
observados por Loyola et al. (1997) maior positividade de IgG anti-1* gondii no soro (71,7%),
30% para IgA-soro e apenas 20% de positividade nas amostras de saliva para ambos
anticorpos. Diferente de Pinho er al. (1999), que detectaram somente em amostras de saliva,
90,4% de IgG anti-Trypanosoma cruzi. Tais autores discutem que a heterogeneidade dos
pacientes influencia no tipo de resposta imune humoral e a presenga das imunoglobulinas ¢
dependente do estagio da doenga.

No presente estudo, resultados séricos encontrados para IgA e IgG pelos testes RIFI e
ELISA, sugerem que o possivel aumento dos niveis de IgG sejam acompanhados da
diminui¢do nos niveis de IgA no soro.

A estimulagdo primaria e secundaria do tecido linféide de mucosa requer grandes
quantidades de antigeno e a sua permanéncia por maior tempo no sitio de estimulagdo

(McGHEE; MESTECKY, 1990). Com base nisso, acredita-se que, a presenga da IgA
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especifica nas amostras de saliva neste estudo, represente uma resposta a um contato recente
com o parasito, uma primoinfecgdo ou reinfecgdo do parasito no hospedeiro.

Quanto ao achado de IgG especifica anti-S. stercoralis na secre¢io salivar, nota-se que
nfio ocorreu elevada correspondéncia entre os individuos com niveis séricos de reatividade
para essa imunoglobulina.

Na saliva podem ser encontradas IgA e IgG monoméricas derivadas do soro via sulco

gengival. Provavelmente, a baixa quantidade de IgG na saliva, neste trabalho, seja decorrente

da auséncia de problemas na cavidade oral dos pacientes, permitindo transudag@o insignificante  _

deste anticorpo a partir do soro (GRONBLAD-SAKSELA, 1986). No entanto, quando seus
valores séricos sdo observados pelo ELISA, percebe-se a utilidade nos estudos com IgG nos

casos de estrongiloidiase, principalmente em estudos de populagdes endémicas e cronicamente

infectados (ATKINS et al., 1997).

A elevada porcentagem de reatividade encontrada para IgA nas secreges salivares, bem
como seus altos indices de concordancia nos dois testes imunologicos, sugerem a utilizagdo da
saliva como fluido alternativo em testes imunologicos e em estudos epidemioldgicos para
pesquisa de IgA, que além de ser um marcador de fase recente da infecgdo pelo S. stercoralis,
é de grande importancia nos mecanismos de protegdo sérica ¢ em superficie de mucosas.

Considerando que o diagnostico parasitologico para detec¢do de S. stercoralis, ndo
raramente apresenta falhas, o presente estudo ressalta a importancia da detecgdo de anticorpos
das classes IgA € IgG em amostras séricas € em secregdes salivares como diagndstico auxiliar
na estrongiloidiase humana, sobretudo em regides endémicas onde o estabelecimento do

diagnostico efetivo contribui para o precoce tratamento da infec¢do, evitando complicagdes.
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6. CONCLUSOES

e Os testes RIFI e ELISA associados para detec¢do de anticorpos IgA e IgG frente amostras

de soro e saliva, s8o utéis para auxiliar o diagnostico da estrongiloidiase.

e Na detecgdo de IgA anti-Strongyloides observou-se maior positividade, em amostras de
saliva, pela RIFI e maiores valores de positividade foram observados para IgG, em amostras de

soro, pelo ELISA.

e A saliva ¢ indicada como fluido alternativo no diagnostico da estrongiloidiase humana pela

RIFIL.
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Relagio dos 48 pacientes com estrongiloidiase (grupo I) segundo sexo, idade, procedéncia e

diagndstico imunoldgico pela Reagdo
ELISA — IE) na detecgdo de IgA e IgGe

Imunofluorescéncia Indireta (titulo) e ELISA (indice
m amostras de soro e saliva

Caso SweLa SExo  IDADE PROCEDENCIA IgA - Soro IgA — Saliva IgG - Soro IgG — Saliva
(ANOS) RIFI ELISA RIFI ELISA  RIFI ELISA RIFI ELISA
1 ABC F 18 Uberlandia Neg 779 Neg 428 Neg 51,5 Neg 365
2 ACS M 61 Uberlandia Neg 96,9 2 1415 20 1358 2 1250
3 AIM M 75 Uberlandia 10 241,5 2 830 40 1750 2 67,3
4 ALMC M 21 Uberlandia Neg 1571 8 61,1 20 1241 2 423
5 ALTC F 26 Uberlandia 10 99,1 Neg 80,7 40 1913 Neg 110,6
6 ANS r 13 Uberlandia Neg 1262 2 1026 Neg 101,5 Neg 577
7 BMNS F 28 Uberlandia 10 1085 4 60,5 20 410 Neg 30,0
8 DMOC F 32 Uberlandia 10 191,5 2 1150 20 1883 2 2019
9 DS F 20 Uberlandia Neg 789 Neg 343 20 1669 Neg 1952
1 EBR M 39 Uberlandia 10 146,6 g 1314 40 1560 2 1327
11 ECC M 54 Uberlandia 10 116 2 HL1 20 1461 2 76,9
12 EMS F 21 Uberlandia 10 128,9 2 1428 40 2120 4 132,7
13 ES g 38 Uberléndia 10 86,7 Neg 539 20 750 Neg 26,0
14 FL M 65 Uberlandia 40 1197 Neg 1340 40 151> Neg  108,7
15 HSM M 71 Uberlandia Neg 89,5 Neg 850 20 1250 Neg 423
16 ILRS F 02 Uberlandia Neg 333 2 34,3 Neg 57,8 2 105,8
17 IOM F 43 Uberlandia 10 169,7 4 1598 40 2247 Neg 644
18 JA M 43 Uberlandia Neg 11,6 Neg 748 20 1831 Neg 548
19 JAF F 47 Uberlandia Neg 1422 4 601 20 666 Neg 481
20 JCR M 20 Araguari Neg 1102  Neg 657 20 2093 Neg 673
21 IL M 05 Uberlandia Neg 92,9 Neg 42,5 Neg ?2,2 Neg 48,1
22 JLI M 49 Uberlandia Neg 72.4 2 2_%7,3 Neg 52,4 2 85,6
23 LM M 10 Uberlandia 10 69,6 2 592 Neg 575 2 64,4
24 JVR F 17 Araguari 10 125,9 4 334,3 80 237,0 % 50,0
25 LBR M 58 Uberlandia 0 2469 2 1007 20 2181 Neg 57,7
26 LH M 70 Uberlandia 10 1786 2 1075 20 197,2 Nz 12 %oéo
27 LHAR F 59 Araguari 10 131,6 4 28,1 I\llleg 1;2%,0 Nei% 106 ;
28 LMG F 19 Uberlandia Neg 122,1 2 47,4 N? %o;’z N s " 5
29 LRO F 65 Uberlandia 20 2020 2 1516 Ncg o Nez s
30 MC F 28 Araguari Neg 1207 8 87,3 2<(a)g $22 Nfi 49
31 MFO M 59 Uberlandia 10 1269 2 1193 1084 Neg 663
32 MIBS F 32 Araguari 20 106,9 2 1843 20 124,3 Ng,: ; 1, ;
33 MRPJ F 54 Uberlandia Neg 1517 Neg 177,8 :;o 1244 Nei 014
34 NAS M 40 Uberlandia Neg 1541 2 346 28 1428 ez 162
33 OMM M 71 Uberlandia 0 a7y 2 102d 20 ; 2l
36 PCS M 39 Uberlandia 10 1840 2 4641 2 237 11) 2o
37 PHS M 02 Uberlﬁndia Neg 34,7 4 41 7% 2(6:7 1217 7 20 132=—7
38 PP M 39 Araguari Neg 769  Neg 71,5 0 LT e o .
39 PRR M 56 Uberldndia 10 121,1 2 100,7 " 128’3 Ne: 98,1
40 RPM F 33 Uberlandia Neg 1891 2 2644 " 1285 Meg oo
41 RSF M 39 Uberlandia 130 22; i 14626;;7 o 1?1 o
42 5 F 42 Uberlandia eg , 2, LR . »
43 SSI;I F 13 Araguari 10 162,6 2 63,0( i? 11 (3);2 I:Iic ifi
44 SRP F 47 Uberlandia 20 110,9 4 119,9 25 1078 e o
45 TSP F 24 Tupaciguara 10 106,5 2 67,0 i\ ,3 Nez 50’0
46 VAT r 17 Uberlandia 10 1031 Neg 77,1 Nfg 108, N e 00
47 VMS r 65 Araguari Neg 545 2 1186 Neg o N:; i
48 VSO M 44 Araguari Neg 78.9 Neg 676 Neg 112, g ,

M: sexo masculino; F: sexo feminino; Neg: result

ado negativo.
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Relacdo dos 35 pacientes com outras parasitoses (Grupo II), segundo sexo, idade,

procedéncia, diagnostico p

ELISA — IE) na detecgo de IgA e IgG em amostras de soro e saliva

arasitolégico e imunologico pela RIFI (titulo) e ELISA (indice

Caso SicLa SEx0 IDADE PROCEDENCIA PARASITO IgA Soro IgA Saliva 1gG Soro IgG Saliva
(anos) RIFI ELISA RIFI ELISA RIFI ELISA RIFI ELISA
1 ACJT M 07 Uberlandia G. lamblia Neg 156 Neg 614 Neg 404 Neg 88,5
2 BPS M 08 Uberlidndia Ancilostomideo ~ Neg 44,6 Neg 46,8 Neg 110,9 Neg 596
3 DAC F 08 Uberlandia A lumbricoides ~ Neg 388 Neg 994 Neg 81,0 Neg 417
4 DF M 1t Uberlandia Ancilostomideo  Neg 29,6 Neg 43,6 Neg 922 Neg 32,1
5 DGS M 14 Uberlandia A. lubricoides Neg 43,9 Neg 734 Neg 446 Neg 1256
6 DRS F 09  Tupaciguara  A. lumbricoides Neg 282 Neg 532 Neg 910 Neg 314
7 FGB M 07 Uberldndia G. lamblia Neg 612 Neg 99,1 Neg 627 Neg 470
8 Gap M 10 Uberlandia G. lamblia Neg 49,7 Neg 886 Neg 669 Neg 282
9 HAR M 10 Uberlédndia G. lamblia Neg 39,5 Neg 819 Neg 669 Neg 885
10 s F 11 Uberldndia G. lamblia Neg 26,9 Neg 877 Neg 33,7 Neg 34,6
11 JPS F 10 Uberlandia  E. vermicularis Neg 42,2 Neg 889 Neg 94,0 Neg 192
12 JS F 25 Araguari Taenia sp Neg 694 Neg 819 Neg 304 Neg 67,1
13 KGS M 08 Tupaciguara G. lamblia Neg 83,0 Neg 564 Neg 73,5 Neg 551
14 LFS M 14 Uberlandia 4. lumbricoides  Neg 46,9 Neg 1000 Neg 614 Neg 34,0
15 LM M 08 Uberldndia G. lamblia Neg 609 Neg 769 Neg 940 Neg 39,1
16 LPS F 59 Uberlandia E. histolytica Neg 91,5 Neg 56,1 Neg 64,8 Neg 34,0
17 LS M 08 Uberlandia G. lamblia Neg 75,5 Neg 81,0 Neg 855 Neg 346
18 LSS M 09 Uberlandia G. lamblia Neg 684 Neg 702 Neg 76,8 Neg 34,9
19 MAS M 05  Tupaciguara G. lamblia Neg 62,2 Neg 8L9 Neg §1,1 Neg 885
20 MG F 12 Uberlandia Ancilostomideo Neg 48,3 Neg 50,3 Neg 32,1 Neg 26,9
21 ML F 09 Uberldndia Ancilostomideo  Neg 56,5 Neg 121,1 Neg zfs .5 N?g 49,4
2 MMR F 07  Tupaciguara A lumbricoides ~ Neg 63,0 Neg 41,5 Neg 504 Neg 30%
23 MPS F 62 Uberléndia E. histolytica Neg 1259 Neg 88,9 Neg ?3,6 Neg 29’2
2;1 MSD M 07 Uberlindia 4. Jumbricoides ~ Neg 571 Neg 59,1 Neg 3?9 Neg 63,5
25 MV M 12 Uberlandia A. lumbricoides Neg 52,7 Neg 59,1 Neg 3)’9_ Nc:g 5?’7
26 NC F 52 Araguari A lumbricoides ~ Neg 101,4 Neg 87, Neg 76,5 Neg 45,0
27 RCD F 14 Uberlandia E. vermicularis ~ Neg 53,1 2 86,0 Neg ?0,6 Neg 69,6
28 SDRP F 40 Uberlindia Taenia sp Neg 62,2 Neg g?g gef 2(1)8 SLE__} g ;g
29 SMM F 31 Araguart T. trichiura Neg 61,2 Neg , c:, ’9,6 NCD, 5,’
30 T™MS F 10 Araguari G. lamblia Neg 69,0 Neg 482 Neg 59, eg 255
31 TS M 08 Uberlandia Ancilostomideo Neg 36,7 Neg 72,8 Neg 3? ,é II:IIe% ; (i)z
32 TS M 08 Uberlandia 4 Jumbricoides  Neg 33:,7 Neg (60,8 II:IIL: 23,3 NL: 35,9
33 VFS M 10 Uberlandia T, trichiura Neg 384 Neg 08,5 ez 63 NL,D 35,
3 VIRS F 25  Uberlindia  E- histolytica Neg 942 Neg 1026 Neg 1304972} 0 3;%
35 wSb M 10 Uberlandia  E. vermicularis  Neg 510 Neg 133,6 Neg 3 Neg 57,
\ltado negativo.

M: sexo masculino; F: sexo feminino; Neg: rest
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Anexo 3

Relacdo dos 35 individuos copronegativos (grupo IIT) segundo sexo, idade, procedéncia,
diagnostico parasitologico (métodos. de Baermann — Moraes e Lutz) e imunolégico pelos
testes de RIFI (titulo) e ELISA (indice ELISA — IE) na detecgdo de IgA e IgG em amostras de

soro e saliva

PROCEDENCIA ~ PARASITOLOGICO IgA Soro JeA Saliva  IgG Soro  IgG Saliva

Caso Sicta Sexo  IDADE

(ANOS) RIFI ELISA RIFIELISA RIFIELISA RIFIELISA
1 ACP Iy 24 Uberlandia Neg Neg 78,5 Neg 51,9 Neg 551 Neg 90,0
2 AMA F 01 Uberlandia Neg Neg 83,3 Neg 83,1 Neg 40,5 Neg 56,3
3 AMR M 05 Uberlandia Neg Neg 558 Neg 212 Neg 259 Neg 247
4 APM M 24 Uberlandia Neg Neg 97,5 Neg 83,1 Neg 40,7 Neg 98,9
5 CBC M 21 Uberlandia Neg Neg 57,1 Neg 745 Neg 53,1 Neg 394
6 clC M 21 Uberlandia Neg Neg 57,8 Neg 71,1 Neg 42,5 Neg 283
7 CVsS F 22 Uberlandia Neg Neg 57,6 Neg 52,1 Neg 272 Neg 36,6
8 DAF F 24 Uberlandia Neg Neg 32,7 Neg 229 Neg 360 Neg 24,0
9 DVDB F 25 Uberlandia Neg Neg 52,6 Neg 75,9 Neg 580 Neg 97,5
10 FCB M 25 Uberlandia Neg Neg 78,6 Neg 42,1 Neg 442 Neg 78,1
11 FCS F 24 Uberlandia Neg Neg 780 Neg 44,7 Neg 55,3 Neg 67,4
12 FRT M 25 Uberlandia Neg Neg 753 Neg 436 Neg 40,0 Neg 588
13 GAM F 26 Uberlandia Neg Neg 82,7 Neg 40,7 Neg 442 Neg 817
14 HMSB F 25 Uberlandia Neg Neg 99,8 Neg 78,8 Neg 33,3 Neg 84,6
15 IAS M 10 Uberlandia Neg Neg 472 Neg 97,1 Neg 52,3 Neg 577
16 DA F 66 Uberlandia Neg Neg 784 Neg 91,1 Neg 452 Neg 41,6
17 JAL r 25 Uberlandia Neg Neg 982 Neg 582 Neg 17,3 Neg 487
18 JIS M 25 Uberlandia Neg Neg 833 Neg 43,6 Neg 22,7 Neg 35,1
19 M F 22 Uberlandia Neg Neg 454 Neg 48,7 Neg 29,1 Neg 97,5
20 LAS M 10 Uberlandia Neg Neg 69,7 Neg 90,8 Neg 872 Neg 38,4
21 MCS F 35 Uberlandia Neg Neg 84,0 Neg 384 Neg 378 Neg 455
22 MIRR F 35 Uberldndia Neg * Neg 86,9 Neg 774 Neg 33,1 Neg 98,6
23 MMN F 46 Uberlandia Neg Neg 751 Neg 56,7 Neg 385 Neg 294
24 MRB M 22 Uberlandia Neg Neg 84,7 Neg 831 Neg 69,1 Neg 692
25  PMVP M 24 Uberlandia Neg Neg 1048 Neg 544 Neg 29.1 Neg 900
26 PSS r 23 Uberlandia Neg Neg 84,6 Neg 272 Neg 49.1 Neg 394
27 RBF M 26 Uberlandia Neg Neg 916 Neg 59,6 Neg 891 Nes 40,1
28 RCC F 25 Uberldndia Neg Neg 752 Neg 599 Neg 017 Nes 38,7
29 RKRF T 19 Uberldndia Neg Neg 500 Neg 255 Neg 201 Neg 20,8
30 RMR F 27 Uberlandia Neg Neg 87,1 Neg 544 Neg 331 Neg 459
31 RMS I 25 Uberlandia Neg Neg 1163 Neg 244 Neg 3l 1 Neg 405
32 RSR F 23 Uberlandia Neg Neg 862 Neg 908 Neg 432 Neg 36,9
33 SVR F 06 Uberlandia Neg Neg 33,7 Neg 232 Neg 330 Neg 28,7
34 SVR F 04 Uberlandia Neg Neg 468 Neg 203 Neg 378 Neg 29,7
35 TFO F 34 Uberlandia Neg Neg 92,7 Neg 682 Neg 32,3 Neg 35,5

ativo.

M: sexo masculino; F: sexo feminino; Neg: resultado neg
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