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RESUMO

A estrongiloidiase ¢ uma doenga parasitiria de importdncia em paises tropicais e
subtropicais. Embora seja uma infecgéo limitada ao trato gastro intestinal pode levar o paciente a
morte em casos de hiperinfecgdo e doenca disseminada. Este estudo teve como objetivo avaliar o
perfil de componentes antigénicos reconhecidos por anticorpos IgE especifico, em amostras de
soros de pacientes com estrongiloidiase utilizando como antigeno heterdlogo o extrato salino de
Strongyloides ratti,no Immunoblotting (IB) e comparando-o com ELISA. Larvas filariéides de S.
ratti foram obtidas através da cultura de fezes de Rattus rattus infectados experimentalmente e
recolhidas pelo método de Baermann-Moraes. Foram analisados um total de 126, sendo 50
amostras de soros de pacientes que estavam eliminando larvas de S. stercoralis nas fezes (grupo
1), 38 de pacientes com outras parasitoses intestinais (grupo I) e 38 de individuos copronegativos
em trés exames parasitoldgicos (grupo III). Os niveis de IgE especifica a Strongyloides foram
quantificados por ELISA indireto em todas amostras de soro e os componentes antigénicos foram
detectados por IB em 50 amostras de soro do grupo I, 10 amostras do grupo Il e 10 amostras do
grupo IIL Os niveis de IgE determinados em indice ELISA (IE) foram significativamente maiores
nos pacientes do grupo I (132,2) do que nos grupos II (51,4) e 1II (80,7), demonstrando
positividade de 54%, 0% e 10,5% respectivamente. Quinze componentes antigénicos (101, 81,
70, 63, 61, 57, 54, 44, 39, 36, 33, 28, 19, 15 e 7 kDa), foram reconhecidos por IB IgE anti-
Strongyloides em 50 amostras de soro no grupo I, com freqtiéncia variando de 8 a 46%. No grupo
I, somente duas bandas (101 e 81 kDa) foram detectadas com freqiiéncia de 10% e ndo foi
demonstrada nenhuma reatividade no grupo III. A freqiiéncia da banda antigénica de 101 kDa no
grupo 1 (46%) foi significativamente maior em relagdo as freqii€éncias do grupo II (10%) e III
(0%). Néo foi demonstrada diferenga quando comparada com a freqliéncia da banda antigénica
de 81 kDa entre grupo 1(36%) e grupo 11 (10%). Analisando os resultados obtidos por ELISA em
relacdo a reatividade dos componentes antigénicos reconhecidos por IB — IgE para Strongyloides
no grupo I soros com IE > 500 reconheceram os 15 componentes como imunodominantes
enquanto soros com IE entre 149 a 499 reconheceram 7 bandas imunodominantes (101, 81, 70,
63, 61,44, e 7 kDa). Desta forma, sugere-se que esses componentes antigénicos reconhecidos por
IeE anti-Strongyloides podem ser considerados como marcadores importantes para o

imunodiagnéstico da estrongiloidiase humana.



SUMMARY

Strongyloidiasis is a worldwide parasitic disease of importance in tropical and subtropical
countries. Although primarily restricted to the gastrointestinal tract, hyperinfection and
disseminated disease can occur and cause death. This study aimed to evaluate the profile of
Strongyloides antigenic components recognized by specific IgE antibodies in serum samples of
patients with strongyloidiasis, by using Strongyloides ratti saline extract as heterologous antigen
in Immunoblotting (IB) and to compare it with ELISA. S. ratti filariform larvae were obtained
from culture of feces of experimentally infected Rattus rattus and harvested by the Baermann-
Moraes method. A total of 126 serum samples were analyzed, 50 serum samples of patients who
were shedding S. stercoralis larvae in feces (group I), 38 sera of patients with other intestinal
parasitoses (group II), and 38 sera of subjects with negative results in three parasitologic assays
(group III, copronegative). Levels of specific IgE to Strongyloides were measured by indirect
ELISA in all serum samples and the antigenic components were detected by IB in 50 serum
samples of group 1, 10 of group II, and 10 of group IIL. Levels of IgE expressed in ELISA index
(EI) were significantly higher in patients of group I (132.2) than in group II (51.4) and group III
(80.7), with positivity rates of 54%, 0% and 10.5%, respectively. Fifleen antigenic components
were recognized antigenic (101, 81,70, 63,61, 57, 54, 44, 39, 36,33, 28, 19, 15 e 7 kDa) by IgE
anti-Strongyloides by IB in the group I, with frequency ranging from 8% to 46%. In contrast, in
the group II, only 2 antigenic bands (101 and 81 kDa) were detected in a frequency of 10% and
no reactivity was found in the group III. The frequency of the antigenic band of 101 kDa in the
group I (46%) was significantly higher than in groups II (10%) and III (0%). No difference was
found when comparing the frequency of the 81 kDa band in the group I (36%) and group II
(10%). When analyzing the ELISA-IgE results in relation to reactivity of antigenic components
by IB-IgE to Strongyloides in the group I, sera with EI > 500 recognized 15 immunodominant
components whereas sera with EI from 149 to 499 recognized 7 immunodominant bands (101,
81, 70, 63, 61, 44 and 7 kDa). Thus, it can be suggested that these immunodominant antigenic
components recognized by IgE anti-Strongyloides might be considered as important markers for

serodiagnosis of human strongyloidiasis.
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1 - INTRODUCAO

Strongyloides stercoralis (BAVAY, 1876) é um nematddeo intestinal que infecta grande
parte da populagdo mundial, com predominéncia em regides tropicais e sub tropicais, podendo
ser encontrado esporadicamente em regiGes temperadas. A estrongiloidiase em individuos com
infec¢do limitada ao trato gastro-intestinal geralmente é assintomatica, pode ocorrer
hiperinfec¢do e invasdo sistémica do parasito em seu estagio de larva em individuos com
desnutri¢do protéico-caldrica, neoplasias, transplante renal, lupus eritrematoso sistémico,
presenca do virus da imunodeficiéncia humana (HIV), sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (SIDA), tuberculose ou recebendo tratamento com drogas imunossupressoras,
evoluindo para 6bito (GOMPELS et al., 1991; FERREIRA et al., 1999; NOZAIS ef al., 2001

SIDDIQUI; BERK, 2001; OLIVEIRA et al., 2002).

1.1 — Historico e Classificaciio

S. stercoralis foi identificado pela primeira vez em 1876, pelo médico francés Louis
Normand na cidade de Toulon-Franga, ao examinar fezes diarréicas de soldados que tinham
voltado da Cochinchina (atual Vietnd). As formas parasitarias foram descritas primeiramente

por Bavay em 1876, como Anguillula stercoralis (latim Anguillula = pequena enguia ou peixe
longo e stercus = esterco) para as encontradas na luz intestinal e como Anguillula intestinalis

para as obtidas em necropsia. Em 1911, Leukart demonstrou serem as formas stercoralis e
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intestinalis pertencentes a mesma espécie heterogenética, a f8mea partenogenética e a outra
geragdo de vida livre, passando a denomina-la Strongyloides stercoralis (PESSOA;
MARTINS, 1982; GROVE, 1996).

O nematddeo Strongyloides sp.,‘pertence ao reino Animalia, sub-reino Metazoa, Filo
Nematoda, Classe Secementea, subclasse Rhabditia, ordem Rabditida, familia
Strongyloididae. O género Strongyloides apresenta 52 espécies das quais somente duas tem
importincia clinica para o homem S. stercoralis e S. fuelleborni. A primeira espécie tem
distribuicdo mundial, especialmente nas regides tropicais, podendo também infectar cies,
gatos e macacos e a segunda, é encontrada na Africa e nas Filipinas. Uma subespécie, S. f.
kellyi foi descrita recentemente parasitando criangas residentes na Papua Nova Guingé (PIRES;

DREYER, 1993; REY, 2001).
1.2 - Aspectos Bioldgicos da Estrongiloidiase

As fémeas partenogenéticas, em seu habitat normal, localizam-se na parede do intestino
delgado, mergulhadas nas criptas da mucosa duodenal, principalmente nas glandulas de
Lieberkiihn e na porgdo superior do jejuno, onde fazem a postura. Nas formas graves da
estrongiloidiase podem ser encontradas desde a porg‘,ﬁo‘pilérica do estdmago até o intestino
grosso (COSTA-CRUZ, 2000).

Larvas rabditdides, 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 constituigdo genética das fémeas partenogenéticas, que sio triploides (3n)
e podem produzir, simultaneamente, trés tipos de ovos, dando origem a trés tipos de larvas

rabditéides: larvas rabditdides tripldides (3n), que se transformam em larvas filaridides




infectantes, completando o ciclo direto; larvas rabditoides dipldides (2n), que originam fémeas
de vida livre; e larvas rabditéides haploide (1n), que evoluem para machos de vida livre,: sendo
que estes dois tltimos tipos de larvas completam o ciclo indireto (PIRES & DREYER, 1993;
COSTA-CRUZ, 2000).

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

Os ciclos direto e indireto se completam pela penetragdo ativa das larvas L3 na pele ou
mucosas oral, esofagica ou gastrica do hospedeiro. Essas larvas secretam melanoproteases,
que auxiliam, tanto na penetragio 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 circulagfio venosa linfatica e através destes vasos seguem para o coragdo
e os pulmdes. Nos capilares pulmonares transformam-se em L4, atravessam a membrana
alveolar e, através de migragio pela arvore bronquica, chegam a faringe, podendo ser
deglutidas. Atingindo o intestino delgado transformam-se em fémeas partenogenéticas que
depositam seus ovos na mucosa intestinal, sendo que as larvas, deles oriundas, alcangam a luz
intestinal (GROVE, 1996; COSTA-CRUZ, 2000).

A contaminacio do solo resulta do habito de defecacdo no chido. Para que as larvas
rabditoides sobrevivam no solo, desenvolvam-se até adultos machos e fémeas de vida livre e
se multipliquem, sdo necessarias algumas condi¢des ambientais. O solo deve ser arenoso,
poroso, rico em matéria organica, imido, com auséncia de luz direta. A temperatura dtima

~ 0 . .
varia entre 25 a 30 °C , a evolugiio torna-se lenta entre 11 ¢ 19 7 C, e abaixo de 8 C as larvas
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rabditéides tornam-se inviaveis. O clima influéncia sobre a prevaléncia da estrongiloidiase,
sendo maior nas areas tropicais e subtropicais e rara em regides de clima temperado (REY,
2001).

A infeccdo no homem, ocorre na maioria das vezes, através da penetragdo ativa das larvas
filaridides (L3), as quais ndo tem preferéncia por um ou outro ponto do tegumento, ou
ocasionalmente, através das mucosas, principalmente da boca e do esdfago (hetero ou
primoinfecgdo). A transmissdo da estrongiloidiase pode ocorrer pelos mecanismos da auto-
infecgdio externa ou exdgena e auto-infecgfio interna ou endédgena, sendo que no primeiro as

larvas rabditéides presentes na regido perineal, transformam-se em larvas filaridides

infectantes que ai penetram, completando o ciclo direto. No mecanismo de auto-infecgéo
ndinoen e . . . . . T
—externa, larvas rabditdides, ainda presentes na luz intestinal (fleo ou colon) de individuos
infectados, transformam-se em larvas filaridides. Através desse mecanismo a doenga pode

manter-se cronica por meses ou anos (FERREIRA er al., 1991; COSTA-CRUZ, 2000; REY,

2001).

1.3— Epidemiologia

A estrongiloidiase € uma doen¢a parasitaria de distribui¢do mundial. Nas dareas

Sy
. y

' endémicas, a Unica fonte de infecgdo € o homem, mesmo que cdes, gatos € outros animais

possam infectar-se com S. stercoralis, 0 parasitismo € transitorio (REY, 2001).

Esta helmintose tem distribui¢do mundial heterogénea, em areas de predilecdo no
Sudoeste da Asia, Brasil, Colombia, Sul dos Apalaches, Leste Europeu. Oeste da Africa e
algumas ilhas do Caribe. Trés regides mundiais foram definidas de acordo com a prevaléncia

da infec¢do: esporadica (<1%). endémica (1-5%) e hiperendémica (>5%). Na Europa a



‘infeccdo prevalece em agricultores, hortigranjeiros e trabalhadores rurais, e nos paises
tropicais, a doenga atinge principalmente criangas pela freqiiente permanéncia em solos

"c_gntaminados (PIRES; DREYER, 1993; COSTA-CRUZ, 2000; RODRIGUEZ et al., 2001).

Embora a estrongiloidiase tenha maior prevaléncia em areas tropicais e subtropicais, a

infecgdio pode ocotrer em residentes e migrantes de paises desenvolvidos, em viajantes e

veteranos (CELEDON et al., 1994, ATKINS ef al., 1999).

o

Na América Latina ha relatos sobre a ocorréncia da estrongiloidiase, como na Argentina

\onde Taranto, Fillippi, Orione (1993) demonstraram prevaléncia de 83,3% para esta

"helmintose.

No Brasil, a importincia deste parasito como agente etiolégico da estrongiloidiase ou

" anguilulose, foi salientada primeiramente por Ribeiro da Luz em 1880. A partir de entdo,

estudos tém sido realizados demonstrando variagdes na prevaléncia dessa parasitose em
decorréncia de varios. fatores, principalmente como idade, diferengas geograficas e sécio
econémicas sendo que os estados de maior ocorréncia da estrongiloidiase sdo Minas Gerais,
" Amapa, Goids e Rondénia (GENTA, 1989; COSTA-CRUZ; KOBAYASHI et al., 1996;
COSTA-CRUZ; MACHADO; CAMPOS, 1998; PAULA et al., 2000; OLIVEIRA er al.,
2002).

Estudos realizados por Machado; Costa-Cruz (1998) demonstraram que a cidade de
Uberlandia-MG, é uma regido hiperendémica para a estrongiloidiase, pois através dos métodos
de Baermann-Moraes (BAERMANN [917; MORAES 1948) e Lutz (LUTZ, 1919), obtiveram

13% de ocorréncia para S. stercoralis em criangas de 4 meses a 07 anos usudrias de creches.




1.4 - Aspectos Clinicos da Estrongiloidiase

A maioria dos portadores de S. stercoralis sdo assintomaticos ou oligossintomaticos, o
que ndo significa auséncia de agio patogénica ¢ de lesdes. Formas graves da parasitose, as
vezes fatais, geralmente associam-se & ocorréncia de fatores predisponentes extrinsecos
principalmente carga parasitaria adquirida, e de fatores intrinsecos como enterite decorrente da
subalimentacdo por deficiéncia protéica e ocorréncia de diarréia e vOmitos. Esses fatores,
facilitariam os mecanismos de auto-infec¢do, associagdes com outras infecgdes parasitarias e
mesmo bacterianas comprometendo assim a resposta imunitaria natural ou adquirida (COSTA-
CRUZ, 2000).

As lesdes observadas na estrongiloidiase sdo decorrentes da penetragdo do parasito no

" hospedeiro, de sua migragdo durante o ciclo pulmonar, de sua permanéncia e multiplicagdo na
mucosa intestinal, ou em localizagdes ectdpicas. Quando ocorre a penetragdo de um pequeno
niimero de larvas no organismo, as manifestagdes cutdneas geralmente ndo sdo percebidas,

?porém quando o grau de infecgdo € alto, os sintomas sdo variados como eritema, prurido,
| edema local, lesdes urticariformes, erupgéo da pele, placas eritemato-pruriginosas e sdo raras,
mas podem ocorrer hemorragias petequiais (REY, 2001).

As larvas filaridides podem assumir um trajeto errante permanecendo no tronco, nadegas,
perineo, virilha e coxas (larva currens), essas larvas podem avangar de 5 a 15 ¢cm por hora. O

quadro clinico é caracterizado por dermatite perineal por lesSes unicas ou multiplas, em forma

de papulas eritematosas pruriginosas de aspecto linear ou serpiginosas (PIRES: DREYER,
1993).
Os sintomas pulmonares apresentam intensidade variavel, estdo presente em todos os

individuos infectados, caracterizando-se por tosse com ou sem expectoragdo, febre, dispnéia,



‘crises asmatiformes decorrentes das larvas filaridides e ocasionalmente de fdmeas, que ai
podem atingir a maturidade liberando larvas rabditdides. A migragdo e a muda das larvas
podem provocar rompimento dos capilares dos alvéolos causando hemorragias e infiltrado
inflamatorio, constituido de linfocitos e eosinéfilos e podem ser limitados ou em casos mais
.‘:graves, provocar a Sindrome de Loffler, edema pulmonar e insuficiéncia respiratoria
5(FERREIRA, 1991; PIRES; DREYER, 1993; COSTA-CRUZ, 2000; TING, 2000).

" A presenca da fémea partenogenética, ovos e larvas no intestino delgado ou
ocasionalmente no intestino grosso produzem lesdes que levam a enterite catarral, hemorragia,
diarréia leve, anorexia, nauseas, vomitos, pequenas Ulceras, intestino congesto com grande

secrecdo de mucosa, aumento das células secretoras de mucina. Nos quadros caracterizados

por enterite edematosa, os parasitos sdo visualizados em todas as tunicas da parede intestinal

onde ocorre uma reacgio inflamatéria com desaparecimento do relevo mucoso, caracterizando

a sindrome da ma absorgdo, quadro de certa gravidade porém de carater reversivel
(FERREIRA, 1991; PIRES; DREYER , 1993; COSTA-CRUZ, 2000).

Nos sintomas mais graves, onde a carga parasitaria ¢ maior, a enterite ¢ ulcerativa,

resultando assim em inflamagfo com eosinofilia intensa e ulceragdes com invaséo bacteriana,

N que, durante a evolugdo, serfio substituidas por tecido fibrotico, levando a rigidez da mucosa

intestinal. Observa-se ainda diarréia persistente, nduseas e vomitos, sindromes disentéricas

com esteatorréia, seguida de desidratacdo que pode levar ao choque hipovolémico, se

associado a vomitos, emagrecimento e acentuado comprometimento do estado geral do

doente, muitas vezes fatal (HUGGINS er al., 1989; COSTA-CRUZ, 2000; REY, 2001).
As manifestagdes extra intestinais, podem levar a quadros graves, potencialmente fatais
em individuos imunodeprimidos seja por desnutri¢do, corticoideterapia, agentes citostaticos,

raios X, leucemias, linfomas, insuficiéncia renal cronica, neoplasias, lupus eritrematoso



sistémico, SIDA ou presenga do HIV (DEVAUTT-JR et al.,, 1990; PIRES; DREYER, 1993

ANDRADE NETO; ASSEF, 1996; FERREIRA et al., 1999; TING, 2000).

1.5 — Tratamento

O tiabendazol e albendazol sdo drogas de escolha para o tratamento da estrongiloidiase
desde 1960, mas apresentam varios efeitos colaterais e sdo pouco eficazes para controle da
endemia. A ivermectina droga inicialmente de uso na medicina veterinaria, tem sido bastante
efetiva e segura no controle de doengas endémicas como a estrongiloidiase humana
(LESSNAU; CAN; TALAVERA, 1993; LINDO et al.,1996; FERREIRA et al., 1999:

CHIODINI et al., 2000; ZAHA et al., 2000; HUGGINS, et al., 2001).

1.6 — Diagndstico

A triagem classica de pacientes com provavel estrongiloidiase ocorre quando os mesmos
apresentam diarréia, dor abdominal e urticaria, além desse quadro pode apresentar eosinofilia
sangiiinea ou um perfil radiologico sugestivo (GROVE, 1996).

Dentre os exames de rotina, o hemograma permite a visualizagdo das variagdes
hematolégicas que ocorrem nas doengas parasitarias, como anemia ¢ eosinofilia. Os
eosinofilos compreendem 2 a 4% dos leucdcitos em individuos ndo alérgicos, observa-se um
aumento na taxa de eosindfilos de até 82% na fase aguda da doencga, no entanto diminui na
fase crénica 8 a 15%. desaparecendo nos casos de evolugdo grave ou fatal (HUGGINS, er /.,

1989; FERREIRA, 1991).




Em pacientes com estrongiloidiase severa, o exame da secre¢io do lavado brdnquico ou
bidpsia da pele pode ser o método diagndstico mais provavel , porém na maioria das vezes o
diagnéstico é realizado post-mortem (LEUNG; LIEW; SUNG, 1997). Desta forma, a
mortalidade ainda continua alta, mesmo que o diagndstico seja realizado precocemente
(GORDON et al., 1994). Ha relatos de estrongiloidiase severa confirmada por métodos nio
usuais de diagndstico, como bidpsia do sistema digestivo, exame do fluido alveolar, analise da
secregdo respiratdria por microscopia fluorescente, sangue periférico e fluido cerebroespinhal
(GENTA; MILES; FIELDS, 1989; ONUIGBO; IBEACHUM, 1991; NEWTON et al., 1992,

TAKAYANAGUI et al., 1995; NOMURA; REKRUT, 1996).

1.6.1 - Diagnéstico Parasitolégico

L

O diagnéstico da estrongiloidiase é confirmado pelo encontro das formas parasitarias de
2 S stercoralis. Os parasitos sido usualmente visualizados nas fezes, podendo serem vistos no
fluido duodenal e ocasionalmente, em outros tecidos ou fluidos de pessoas infectadas
(ONUIGBO; IBEACHUM, 1991).

A identificagdo torna-se mais acurada quando os parasitos adultos, assim como os
estadios larvais sdo avaliados pelo exame morfoldgico direto, sendo isto raramente possivel
com espécimes clinicos, uma vez que o parasito € encontrado em niimero muito pequeno na

maioria das pessoas e a liberagdo de larvas nas fezes muitas vezes € minima e irregular. Em

infeccdo moderada, por exemplo, existe a probabilidade de ndo mais que 25 larvas/g de fezes,

sendo que assim o diagndstico parasitologico de rotina para S. stercoralis torna-se pouco
sensivel (NAGESWARAN; GRAIG; DEVANEY, 1994; SATO; KOBAYASHI; SHIROMA,

1995: GROVE, 1996; ZAHA et al., 2000: SIDDIQUI; BERK, 2001).
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Virias técnicas tém sido utilizadas para demonstrar as formas lavarias nas fezes, incluindo

-

{',') (- 0 esfregago direto em solugfo salina, método de concentragdo formol-éter (Ritchie), método

b

/d,e Baermann-Moraes, cultura em papel de filtro, Harada-Mori e cultura em placa de agar

&
p i

(ﬁAERMANN, 1917; WILLCOX; COURA, 1991; TAKAYANAGUI et al, 1995
KQBAYASHI et al., 1996).

As técnicas de cultura dos helmintos sdo baseadas no desenvolvimento do seu ciclo
indireto, onde séo produzidos um elevado nimero de larvas, facilitando o diagndstico. Assim,
o método de Harada—Mori utiliza fezes espalhadas em tira de papel de filtro, para cultivo em
um tubo contendo pequena quantidade de dgua; as larvas aparecem na agua ap6s um periodo
de incubagdio de sete a dez dias, havendo variagdes desse método que utilizam placas de Petri

com agar liquido ou sélido (LIU; WELLER, 1993). Um método modificado da cultura em

agar sdlido, no qual a superficie do agar ¢ lavada com formalina para extragio das larvas antes
da centrifugacfio para exame microscopico, € considerado mais sensivel quando comparado as
outras técnicas de cultivo, sendo por isso recomendado para pesquisas epidemioldgicas e
clinicas sobre a estrongiloidiase (KOGA er al., 1991; SALAZAR; GUTIERREZ; BERK,
1995; KOBAYASHI er al., 1996; UPARANUKRAW; PHONGSRI; MARAKOTE, 1999;
SIDDIQUIL, BERK, 2001).

Os métodos de rotina, ou seja, o esfregago fecal direto e o método de concentragdo
formol-éter possuem baixa sensibilidade para o diagnostico da estrongiloidiase humana,
mesmo quando sdo examinadas varias amostras em diferentes periodos, porém o método de

Baermann-Moraes (BAERMANN, 1917; MORAES, 1948) apresenta uma maior

sensibilidade. Este método, assim com o Rugai, que nada mais é que uma simplificacdo deste,
baseia-se no hidro e termotropismo positivos das larvas, bastando trés ou cinco amostras de

fezes para detectar a maioria dos individuos infectados (ANDRADE NETO, ASSEF, 1996).
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Esses métodos caracterizam-se pela simplicidade e rapidez de execugio (uma ou duas horas),

(REY, 2001). No entanto, como o método de Baermann — Moraes, requer mobilidade das

-, larvas viaveis, necessitando de material fecal sem conservante, ndo tem sido freqiientemente

utilizado na rotina laboratorial, onde utiliza-se como método parasitolégico a sedimentagio
espontanea ou Lutz (LUTZ, 1919), Blagg ou MIFIC (LIU; WELLER, 1993).

Apesar dos métodos de cultivo terem se mostrado bastantes sensiveis em laboratérios de
pesquisa ha divida sobre a praticidade do seu uso rotineiro devido a sua complexidade, custo,
demora na obtengdo dos resultados e risco de infecg@o pela manipulagdo de larvas infectantes
(ANDRADE NETO; ASSEF, 1996). Além disso, algumas cepas de S. stercoralis nio
conseguem evoluir in vitro para a forma adulta estercoral, tornando impraticavel o uso
rotineiro de técnicas de cultura para o diagnostico da estrongiloidiase (SANTOS; PADILHA;

FILHO, 1996).
1.6.2 — Diagndstico Imunolégico

Testes imunoldgicos tém sido uteis na avaliagdo da resposta imune do hospedeiro, nos
casos de formas assintomaticas com a finalidade de esclarecimento do diagndstico clinico, e
em inquéritos soroepidemioldgicos por apresentarem elevada sensibilidade em relagfio aos
métodos parasitologicos (COSTA-CRUZ, 2000).

A primeira abordagem do imunodiagndstico na estrongiloidiase foi o teste cutineo
realizado com extratos de larvas filaridides por Fuelleborn em 1926, que surgiu da observacio
clinica de reacdes cutaneas (larva currens) e urticaria ndo especifica da doenga sugerindo a
existéncia de resposta alérgica (hipersensibilidade) a larva filaridide que migra pela pele

(PIRES: DREYER, 1993).

7
;5
}3
3L
#
s




12

Z

A reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) tem sido utilizada por varios
pesquisadores, com diversidade em relagdo aos antigenos de larvas filaridides utilizados, na
execugdo de técnica em lidminas, em tubos ou na detecgdio de diferentes classes de
imunoglobulinas (GROVE; BLAIR, 1981; ROSSI et al., 1993; COSTA-CRUZ et al., 1997;
MACHADO et al., 2001).

O teste imunodiagndstico mais utilizado na pesquisa da estrongiloidiase é o enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA), pois é um teste econémico no que se refere ao uso de
reagentes, sensivel na detecgéo de anticorpos especificos e que permite que varias amostras
sejam testadas em um periodo de tempo relativamente curto (ROITT; BRASTOFF; MALE,
1999). O teste ELISA tem sido descrito, utilizando-se diferentes extratos antigénicos para a
detecgdo de diferentes classes de imunoglobulinas nos soros de individuos infectados por S.
stercoralis (GENTA; DOUCE; WALZER, 1986; GENTA, 1988; CONWAY et al., 1993a;
LINDO et al., 1994; SATO; KOBAYASHI; SHIROMA, 1995; SCHAFFEL et al., 2001).

Uma das principais dificuldades encontradas na utilizagdo do imunodiagndstico é a
possibilidade de haver reagGes cruzadas com outras parasitoses, principalmente
esquistossomose, filariose e, dependendo da técnica, com ancilostomideos. Este problema
pode ser solucionado pela caracterizagdo das fragSes protéicas especificas de Strongyloides
através de técnicas de eletroforese em gel de poliacrilamida e seu emprego como antigeno
purificado ou analise das amostras de soros pela técnica de Western blotting, para
identificacdo das fragdes proteicas imunodominantes (CONWAY et al., 1993b; ATKINS er
al., 1999: COSTA- CRUZ, 2000: SIDDIQUI; BERK, 2001).

A técnica Western blotting ou Immunoblotting tem sido aplicada no imunodiagndstico da

estrongiloidiase, havendo indicativo de ser uma técnica altamente sensivel e especifica no
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reconhecimento de fragdes protéicas da larva filaridide de S. stercoralis (SATO et al., 1990;
ATKINS et al., 1999; UPARANUKRAW; PHONSGRI; MARAKOTE, 1999).

A maior limitagfo encontrada na padronizagao dos testes sorologicos mais especificos é a
dificuldade de obter-se larvas filaridides de S. stercoralis. Devido a esta dificuldade tornou-se
conveniente a padronizagdo e utilizagdo de antigenos heterdlogos provenientes de
Strongyloides ratti, S. venezuelensis ou S. cebus (COSTA-CRUZ et al., 1999; MACHADO e¢

al.,2001).

1.7 — Antigeno Heterdlogo

Os modelos experimentais de S. ratti e S. venezuelensis tém sido utilizados em varias
linhas de pesquisas, tais como, no estudo da biologia molecular, interagfo parasita-hospedeiro,

ensaios terapéuticos e fontes de antigenos heterélogos para padronizagdo de novas técnicas no

imunodiagnéstico da estrongiloidiase humana (ABE; SUGAYA; YOSHIMURA, 1998; i

OVINGTON et al., 1998; RAMACHANDRAN ef al., 1998; COSTA-CRUZ, 2000; |

f_—

SIDDIQUI; STANLEY; BERK, 2000).

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

O ciclo de vida de S. ratti apresenta geragdo de vida livre e fémea parasitaria. A forma
parasitaria consiste unicamente de fémeas parasitarias adultas as quais encontram-se
embebidas na mucosa do intestino delgado de ratos. Os ovos produzidos por essas fémeas sido

eliminados juntamente com as fezes para o meio ambiente. O ciclo de vida pode ocorrer sob
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duas fases de desenvolvimento, direto e indireto. No desenvolvimento direto, larvas L1 sofrem
muda para estadio L2 e L3. A L3 ¢ a larva infectante que penetra na pele do hospedeiro. No
ciclo indireto, as larvas sofrem muda para o estadio L4, finalmente maturando como machos e
fémeas de vida livre (VINEY, 1999).

As larvas de S. ratti de estadio inicial apresentam um desenvolvimento seleto. Embora
seja um parasito obrigatorio, uma parte significativa do ciclo ocorre fora do hospedeiro,
demonstrando assim que o estadio de vida livre pode ser facilmente desenvolvido e
manipulados em fezes de animais infectados (VINEY, 1999; PATERSON; FISHER; VINEY,
2000; SIDDIQUI; BERK, 2001).

Estudos citoldégicos de S. ratti sugerem que os parasitos adultos reproduzem por
partenogénese mitdtica, ou seja a sequéncia genética de uma progénie da fémea parasita ¢
geneticamente idéntica entre si e & de sua me (NIGON; ROMAN, 1952; VINEY, 1994). Os
estadios de vida livre sdo didicos com reprodugdo pseudogdmica, na qual o esperma estimula
o desenvolvimento dos ovos, mas ndo ha contribui¢dio genética, sendo portanto uma heranga
somente materna (BOLLA; ROBERTS,1968).

A composigio antigénica de S. ratti foi comparada com a de S. stercoralis, demonstrando-
se que esta espécie pode ser utilizada como antigeno heterélogo para o diagnostico em soro
substituindo o antigeno de S. stercoralis, como fonte segura de antigeno para o diagndstico em

laboratério (GROVE; BLAIR, 1981; NAGESWARAN; CRAIG; DEVANEY, 1994; SATO:;

KOBAYASHI; SHIROMA 1995).
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1.8 - O papel da Imunoglobulina E (IgE) na Estrongiloidiase Humana

A IgE embora presente em pequena quantidade no soro, em concentragio inferior a 1
pg/mL, é encontrada nas membranas de superficie de mastdcitos e basofilos em todos os
individuos, e através da porgdo FceRI (receptor de alta afinidade para porgdo Fc de IgE)
sensibiliza as células alvos da pele e superficies das mucosas intestinal, conjuntival, nasal e
bronquica. Em condigBes patolégicas como nas infec¢des helminticas e na atopia, este nivel
pode aumentar para concentragdo superior a 1.000pg/mL, provocando assim aumento na
reatividade alérgica (LYNCH et al., 1993; ABBAS; LICHTMAN; POBER, 2000).

Infecgdes por helmintos induzem a produgdo de citocinas T helper (Th2), as quaisﬁr |
contribuem para o mecanismo de expulsio dos vermes e respostas inflamatérias que podem ‘K
proteger ou danificar o hospedeiro. Dentre essas citocinas, a interleucina-4 (IL-4) ¢ \
considerada importante no processo de inflamagdo, imunidade protetora e estimulagdo da E
produgio de anticorpos da classe E (FINKELMAN et al., 1999; SOUZA- ATTA et al., 1999, /

NEGRAO- CORREA, 2001).

A elevagdo dos titulos de IgE é um sinal caracteristico importante da resposta imun; \
contra infeccdes causadas por helmintos e, nestes casos, ocorre independentemente de
qualquer estado alérgico do individuo infectado (FINKELMAN; PEARCE; URBAN-JR.

1991; LYNCH et al., 1992; LYNCH e/ al., 1993). O aumento nos niveis séricos de IgE pode

ser também observado em animais com infec¢des helminticas, que sdo utilizados como

modelos experimentais em laboratérios (KORENAGA; NAVA; TADA. 1986).
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Niveis elevados de IgE especifico anti-S. stercoralis foram detectados em 101 pacientes
com estrongiloidiase confirmada, através do método de Radioallergosorbent test-RAST,
demonstrando positividade de 89,5% (McRURY et al., 1986).

Estudo realizado em 28 pacientes de uma area endémica na Jamaica, demonstrou que a
producio elevada de IgG4 em combinago com a baixa de IgE, pode estabelecer a infecgéo e
gerar a estrongiloidiase cronica assintomatica (ATKINS et al., 1997).

Varios estudos demonstraram que a presenca de IgG4 no soro de pacientes com
estrongiloidfase cronica atua como fator inibitorio da reag@o de hipersensibilidade mediada
por IgE. Através destes estudos a [gG4 ficou conhecida como anticorpo bloqueador, havendo
indicios que ela pode modular as reagdes alérgicas mediadas pela IgE, através da competigao
ou inibi¢do de sua ligagdo as células, principalmente mastocitos. Os elevados niveis de IgE sdo
demonstrados em pacientes imunocompetentes com estrongiloidiase, mas, na doenca
disseminada e nos casos de imunodepressdo, os niveis de IgE total e especifica podem estar
dentro da normalidade (ATKINS et al., 1997; VERCELLI et al., 1998; ATKINS et al., 1999).

Em 4reas endémicas para a infecgdo com HTLV-1 (virus da infeccio linfotropica de
células T humanas), que esta associado com a leucemia/linfoma de células T adultas, como
ocorre em Okinawa, Japdo, ha associagdo entre esta infec¢éo e a estrongiloidiase (HAYASHI
et al., 1997). Ha relatos de que em individuos co-infectados com S. stercoralis e HTVL-1
pode ocorrer um balango imunoldgico a favor do parasito, onde os efeitos da resposta imune
sobre este parece ser controlado primeiramente por IgE e eosinofilos (NEWTON et al., 1992).
Conseqiientemente, a imunidade humoral por IgE. ou mediada por células, predispde os

individuos infectados com HTLV-1 a infec¢des mais severas por S. stercoralis (GROVE,

1996; ADEDAYO: GRELL; BELLOT, 2001).
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Os niveis de IgE correlacionam-se inversamente com os de interferon gama (IFN-y) em
individuos infectados com HTVL-1. O IFN-y, produzido por alguns individuos infectados pelo
HTVL-1, regula a produgéo da IL-4, conseqiientemente, reduz os niveis de IgE, dificultando
assim o tratamento da estrongiloidiase e contribuindo para maior severidade da doenga
(NEVA et al., 1998; PORTO et al., 2001).

Pouco se sabe sobre a resposta imune mediada pelo anticorpo IgE durante a infec¢io pc;r 1:\
S. ratti, em ratos ou camundongos. Mas, tem sido relatado que cada estadio do parasito induz \
uma resposta imune especifica mediada pela imunoglobulina IgE (KORENAGA; NAVA; ,\‘
TADA, 1986).

Como a relagdo entre estrongiloidiase e os niveis de IgE especifica, ainda néio sdo
conclusivas e, considerando-se que o indice dessa parasitose em Uberlandia, demonstrado por
Machado; Costa-Cruz, (1998), foi de 13%, procurou-se avaliar neste estudo o reconhecimento
pelo anticorpo IgE especifico anti-S. stercoralis das fra¢Ses antigénicas, através de
Immunoblotting, utilizando-se antigeno heterdlogo de S. ratti em amostras de soros de
pacientes com estrongiloidiase e as variagdes deste reconhecimento antigénico de acordo com

diferentes niveis de IgE especificos detectados por ELISA.
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2~ OBJETIVOS

- Avaliar o perfil de componentes antigénicos reconhecidos por anticorpos IgE
especificos por Immunoblotting, utilizando como antigeno heterélogo o extrato salino de .
ratti, em amostras de soros de pacientes com estrongiloidiase e controles.

- Comparar a variagdo deste perfil de acordo com os niveis de IgE especificos

determinados por ELISA.
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3 -MATERIAL E METODOS

3.1 — Caracterizagio dos Grupos de Estudo

Um total de 126 amostras de soros de pacientes de diferentes faixas etarias atendidos no
Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberldndia, MG e nos Centros de Saude do
municipio de Uberlandia foi analisado. Os individuos foram subdivididos em trés grupos de
acordo com o perfil parasitolégico obtido em exame de fezes através das técnicas
parasitolégicas de Baermann & Moraes (BAERMANN 1917; MORAES 1948), Mertiolato
lodo Conservante — MIFC (BLAGG et al., 1955) e Lutz (1919): Grupo I constituiu de 50
amostras de soros de pacientes que estavam eliminando larvas de S. stercoralis nas fezes
copropositivos (Anexo 1); Grupo II consistiu de 38 amostras de soros de pacientes com outras
parasitoses intestinais: Ascaris lumbricoides (10 casos), Enterobius vermicularis (4 casos),
Ancylostoma sp (5 casos), Taenia sp (3 casos), Trichuris trichiura (2 casos), Giardia lamblia
(12 casos) e Entamoeba histolytica (2 casos) (Anexo 2) e Grupo Il consistiu de 38 amostras
de soros de individuos com trés exames parasitologicos de fezes negativos (copronegativos)
(Anexo 3). Os grupos Il e III eram sorologicamente negativos no teste ELISA para detecgio
de anticorpo IgG especifico anti-Strongyloides, nos quais utilizou-se como antigeno o extrato
salino de S. ratti.

Todas as amostras de soros dos pacientes foram analisadas por ELISA, para o
Immunoblotting foram utilizadas 70 amostras de soros, sendo 50 amostras do grupo I, 10
amostras de soro do grupo [l'e 10 do grupo I1I.

Esse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de

Uberlandia.




3.2 — Antigeno Heterdlogo de Strongyloides ratti

3.2.1 - Obtenciio de larvas

Larvas filarioides de S. ratti foram obtidas de fezes de ratos da espécie Rattus rattus,
pesando entre 100 e 150 g, mantidos experimentalmente infectados no Laboratério de
Parasitologia do Instituto de Patologia Tropical e Saide Publica — Universidade Federal de
Goias.

O in6éculo de 1 mL da suspensdo de 2.000 larvas/rato foi feito por via cutinea. Apos 10
dias de inoculagdo estes animais foram colocados em gaiolas metalicas, forradas com papel
umedecido em dgua, permanecendo por uma noite para defecagdo. Posteriormente, foi
realizada a colheita das fezes para proceder o cultivo pelo método de Looss. Apés um periodo
de cinco dias, as larvas foram obtidas pelo método de Baermann-Moraes (item 3.2.3). A
contagem de larvas foi realizada utilizando-se 10 uL deste concentrado colocado em trés
lAminas distintas, em seguida foi feito uma média entre as trés laminas para verificar-se a
quantidade de larvas existentes em | mL.

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

antigénico.

3.2.2 — Coprocultura pelo Método de Looss

A coprocultura foi realizada utilizando 0 método de Looss (NEVES er al.,, 2000) onde

misturam-se partes iguais de material fecal ¢ carvdo vegetal triturados em grdos pequenos
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ligeiramente umedecidos e colocados, de modo a formar uma camada fina, em placas de Petri.
As placas com o material a ser cultivado permaneceram em repouso por 5 dias, a temperatura
de 25°C em estufa incubadora BOD (FANEM, Sdo Paulo). Apds este procedimento, as larvas

filaridides foram recolhidas pelo método de BAERMANN, (1917) e MORAES, (1948).

3.2.3 — Método de Baermann — Moraes para Obtengao de Larvas

O método de Baermann-Moraes (BAERMANN, 1917, MORAES, 1948), foi empregado
com objetivo de obtengdo das larvas presentes no material fecal cultivado pelo método de
Looss e no diagnostico parasitoldgico de fezes nos pacientes e individuos saudaveis
analisados. Em um suporte de madeira foram colocados funis de vidro com diametro de 11,5
cm, em cuja haste foi colocada mangueira de borracha de 10 cm. no qual foi introduzido um
tubo de ensaio de 10 cm de comprimento por 2 cm de didmetro, e colocado uma pinga para
obliteragiio da passagem de agua para 0 tubo.

Cada funil foi preenchido até a borda com agua a temperatura de 45°C, e sobre 0 mesmo
colocou-se uma tela metalica (100 malhas por cmz) 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 a7 mL de solugdo contendo agua. 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 solugio salina tamponada com fosfato (PBS) a
0,15M pH 7,2 durante trés minutos. Apds a ultima lavagem, 0 sedimento contendo as larvas

foi ressuspendido e distribuido em aliquota e conservado a -20°C até o momento do uso.
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3.2.4 — Producio do Extrato Salino de S. ratti

Larvas filariédes de S. ratti foram descongeladas e ressuspendidas em 1 mL de PBS a

o 2mM de EGTA, 2mM de EDTA e 0,3 mg/ mL do inibidor de

0,15M, pH 7,2, contend

[ ]

proteases Complete (Boehringer Mannheim, Alemanha). Para extracdo antigénica, as larvas

foram rompidas com auxilio de homogeneizador de tecidos (OMNITH International, EUA)

por 5 ciclos de 5 minutos em banho de gelo e posteriormente, submetidas a 8 ciclos de 20

segundos de tratamento por ultra-som a 40 kHz (Thorton, Inspec Eletronica, Sdo Paulo). Em

seguida, o material foi incubado por 18 horas a 4 °C sob agitagdio lentae centrifugado a 3.000

x g, por 30 minutos a 4 0C. O contetdo protéico do sobrenadante foi quantificado pelo método

de Lowry (LOWRY et. al., 1951) e o extrato antigénico obtido foi analisado em SDS-PAGE e

utilizado para realizagdo dos testes ELISA e Immunoblotting.

3.3 —Diagnostico Parasitologico de Fezes

3.3.1 — Amostras Fecais

Foram colhidas trés amostras focais de cada individuo, em frascos plasticos sem

conservantes € encaminhadas ao Laboratorio de Parasitologia da Universidade Federal de

Uberlandia para realizagdo dos diagnosticos parasitologicos

3.3.2 — Método de Baermann-Moraes

Método descrito de acordo com item 3.2.3 para deteccdo de larvas de S. stercoralis.




3.3.3 - Método de Hoffmann, Pons ¢ Janer (1934)

Esse método foi utilizado para detec¢do de ovos, cistos ou larvas de enteroparasitos.
Aproximadamente 2 g de fezes de cada amostra foram colocados em um becker com cerca de
5 mL de agua e triturados por meio de um bastdo de vidro. Em seguida acrescentou-se 20 mL
de 4gua e filtrou-se a suspenso resultante para um célice conico de 200 mL de capacidade,

utilizando-se uma tela de nailon com cerca de 80 a 100 malhas por cm’ coberta com gaze

cirurgica dobrada em quatro.

Os residuos contidos na gaze foram lavados com aproximadamente 20 mL de agua, o

liquido da lavagem foi recolhido no mesmo calice e completado para 200 mL.. Esta suspensao

de fezes permaneceu em repouso durante 24 horas. Findo esse tempo, uma gota do sedimento

e de lugol foram depositadas numa Jamina de microscopia. Apos homogeneizagdo, o material

foi coberto por laminula (24 x 24 mm) e examinado em microscopio optico (Olympus CH-2,

Japdo), no aumento de 100 e 400 X. Das trés amostras colhidas de cada individuo foram

preparadas trés laminas, sendo estas analisadas por trés examinadores diferentes.

3.4 — Diagnostico Imunologico

As amostras de sangue dos pacientes € individuos saudaveis foram colhidas no periodo de

marco de 2001 a novembro de 2001, por pun¢do venosa, em tubo sem anticoagulante

(VACUTAINER®—PreciSi0n Glide/Becton Dickson Vacutainer Systems, Franklin Lakes, NJ,

EUA), e encaminhadas para 0 Laboratorio de Parasitologia da UFU, para obtengdo dos soros
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ap6s centrifugagio (FANEN, Sdo Paulo) a 350 x g por 10 minutos. Posteriormente foram

armazenadas em aliquotas de 500 pL a—20 °C até 0 momento do uso.

3.4.1 - Teste Imunoenzimatico ELISA-IgE Especifico

Anticorpos IgE especificos anti-Strongyloides foram detectados nas amostras de soros dos
pacientes dos grupos L Il e Il por ELISA indireto utilizando extrato antigénico heterélogo
segundo técnica descrita por Costa-Cruz et al., (1999).

Microplacas de poliestireno de alta afinidade (Costar; Sigma) foram sensibilizadas com
10 pg/mL de extrato salino de S. ratti em tampdo carbonato 0,06 M, pH 9,6 e incubadas por
18 horas a 4 °C. Em seguida as placas foram lavadas em PBS contendo 0,05% de Tween 20
(Polyoxyethylene-sorbitan monolaurate — Sigma) (PBS-T) e bloqueadas com PBS-T
adicionada de soroalbumina bovina (BSA, Sigma) a 1% (PBS-T-BSA) por 1 hora a
temperatura ambiente. Subsegiientemente, as placas foram submetidas a seis ciclos de
lavagens, e as amostras de soros na diluicdo 1:2 em PBS-T-BSA, em duplicata foram
adicionadas (50uL/pogo) e incubadas por 2 horas a temperatura ambiente.

Apds novas lavagens como descrito anteriormente foi adicionado o anticorpo secundario
IgG de cabra anti-IgE humana biotinilada (Kirkegaard & Perry Laboratories Inc, Baltimore,
MD, EUA) na dilui¢do ideal de 1:500 (50uL/pogo) e incubado por 1 horaa 37 °C. Apds novos
processos de lavagens, adicionou-se o conjugado estreptavidina-peroxidase (Sigma) a 1:500
(50 pL/pogo) e as placas foram incubadas por 30 minutos & temperatura ambiente.

Apos Gltima lavagem, adicionou-se o substrato enzimatico que consistiu-se da solucdo de
22 — azinobis-3-ethyl-benzathiazoline sulfonic acid (ABTS — Sigma) a 0,01M em tampdo

citrato-fosfato 0,07M, pH 4,2, contendo H,0, a 0,03%. Os valores de Densidade Optica (DO)



23

foram determinados em leitor de ELISA (Titertek Multiskan Plus, Flow Laboratories,
McLean, VA, EUA), a 405 nm, em tempos variaveis. Soros controles positivos e negativos
foram incluidos em cada reac@o. Soros positivos foram obtidos de pacientes que eliminavam
larvas de S. stercoralis nas fezes, e negativos de individuos saudaveis (copronegativos para
Strongyloides)

Os resultados foram arbitrariamente expressos em indice ELISA (IE), segundo férmula:
IE = (DO amostra/ DO cut off’) x 100, sendo o cut off calculado para cada placa, pela média
das DO obtidas de 3 soros controles negativos acrescidas de 5 desvios padrdes. Foram

considerados positivos os pacientes que apresentaram IE > 100.

) é;Ag-S.ratti

A ;IgE-Strangyloide.\' - 8010

Streptavidina -
=¥/ Peroxidase

Figura 1 — Esquema do ensaio imunoenzimatico ’(ELISA) para de.terminagiﬁo dos
niveis de IgE especifica a Strongyloides. (a): Antigeno de S. ratti, (b): a'du;ao da
amostra de soro; (c): apds a lavagem, permanece a IgE espe?clﬁca llgadg a0
antigeno; (d) adigdo do conjugado E}nti—IgE marcado com pfar.ox1dase; (e): adigdo
de Estreptavidina—Peroxidase; (f): adigdo do substrato enzimatico (H,O, + ABTS).



3.4.2 —Anilise do Perfil Eletroforético do Extrato Antigénico de S. rati

3.4.2.1 — SDS — PAGE em Gel de Poliacrilamida

Para caracterizar o perfil eletroforético do extrato salino de S. ratti foi empregada a
técnica de eletroforese vertical (Sistema Biorad, EUA) em gel de poliacrilamida (SDS —
PAGE) a 14% em condigGes desnaturantes e ndo redutoras segundo Laemmeli (1970).

Para o gel de separagio foi utilizado: Tris — HCI (Sigma) a 0,375% pH 8,8; SDS (Dodecil
Sulfato de Sédio, EUA) a 0,1%; EDTA (Acido-etileno-diamino-tetra-acético, Merck) a 2mM;
solugdio de acrilamida a 29% e bisacrilamida (n, n’ — metileno-bis-acrilamida a 1%; dgua
bidestilada; TEMED (N, N, N, N-tetrametil- aminometano, Sigma) a 0,125% e APS
(Persulfato de Amdnio, Sigma) a 0,125 %.

A solugdo correspondente ao gel de separagdo foi adicionada lentamente entre placas (10
cm X 8 cm), adequadamente seladas com solugdo de agar a 4% e espagadores de teflon. Para
evitar a polimerizagdo na presen¢a de oxigénio, foi adicionada uma camada de butanol
(Merck, Germany) a qual foi descartada apds aproximadamente 20 minutos, quando a
polimerizagdo do gel de separagdo foi completada.

Em seguida, procedeu-se a preparagdo do gel de empilhamento que consistiu de: Tris —
HCI a 0,375% pH 6,8; SDS a 0,1%; EDTA a 2mM; solugdio de acrilamida a 29% e
bisacrilamida a 1%; agua bidestilada; TEMED a 0,125% e APS a 0,125%. O gel de
empilhamento foi adicionado sobre o gel de separagdo e moldado por teflon para formagao de
pogos de aplicagdo das amostras.

Ap6s polimerizagio completa do gel de empilhamento foi aplicado SuL da amostra

antigénica diluida na propor¢do de 1:1 em tampdo de amostra (sacarose 20%, SDS 2%, EGTA
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11 mM, azul de Bromofenol 0,25% e Tris 31 mM), e incubado por 3 minutos a 100 °C. Foram
aplicados também padrdes de peso molecular de 6,5 a 205 kDa (Sigma).

As placas de vidro foram encaixadas em cubas para eletroforese contendo tampéo Tris -
glicina a 0,025M pH 8,3 e a migragio das proteinas realizada em corrente de 25 mA por

aproximadamente 4 horas.

3.4.2.2 — Coloracio do Gel por Nitrato de Prata

A coloragdo do gel por nitrato de prata (AgNO3) foi realizada segundo método “Color”
prata de Friedman (1982), no qual os polipeptidios se destacam em tons amarelo ferrugem.

Apbs a migragdo das proteinas o gel foi cuidadosamente mergulhado em solugéo fixadora
que era constituida de metanol a 50% (Merck), dcido acético a 12% (Industria Farmacéutica
Rio Quimica—S#o Paulo, Brasil), formaldeido a 0,05% (Quimibras Industrias Quimica S.A,,
Rio de Janeiro, Brasil), e dgua bidestilada, por uma hora ou por aproximadamente 20
horas.Em seguida, removeu-se o fixador com etanol a 50% em trés banhos de 20 minutos
cada. Posteriormente foi efetuado um pré-tratamento com solugdo de tiossulfato de sddio
penta hidratado (Na;S;03. 5 H,0) a 0,2% por um minuto. Em seguida, o gel foi lavado trés
vezes de 20 segundos cada, com dgua bidestilada, e impregnado, com solugdo de formaldeido
a 37% adicionado de agua e nitrato de prata (AgNOs) a 2%, ao abrigo da luz por 20 minutos.
O gel foi lavado em agua bidestilada por 3 vezes de 20 segundos, e revelado com solugéo
composta de 3 g de NayCO;, 25 L de formaldeido e 1 mL de tiossulfato de sodio penta
hidratado a 0,2% (Merck) até o aparecimento da cor. A reagdo foi interrompida com solugdo
de metanol a 50% e acido acético glacial a 12% e o gel depositado entre fothas de papel

celofane para secar.



3.4.2.3 — Eletroforese e Immunoblotting

A técnica immunoblotting foi utilizada para caracterizar o perfil de proteinas do extrato
salino de S. ratti, reconhecidos pelo anticorpo IgE anti - Strongyloides presente nas amostras
de soro dos grupos I, I e IIl. Assim a amostra do extrato antigénico (260 1g/poco) preparadas
como no item 3.4.2.1 foram submetidas a SDS —~ PAGE a 14% (LAEMMLI, 1970),
juntamente com padrdes de alto e baixo peso molecular.

Apos a separagdo eletroforética, os componentes protéicos foram transferidos para
membrana de nitrocelulose (0,45 pm - Sigma), utilizando sistema de transferéncia semi-imido
(Multiphor Il Electrophoresis Unit — Pharmacia LKB, Suécia) de acordo com Towbin,
Stachelin, Gordon. (1979). Foi preparado um sandwich com trés folhas de papel de filtro
(Munktell, Grau 1F, Pharmacia LKB), membrana de nitrocelulose, gel de poliacrilamida
contendo as fracdes antigénicas e mais trés folhas de papel de filtro; todos umedecidos em
tampio de transferéncia constituido de Tris 25 mM, glicina 192 mM (Sigma) e metanol a
20%, foram colocados em uma cuba de transferéncia para aplicagdo de uma corrente de 0,8
mA por cm?, totalizando 144 mA, durante duas horas. Membranas de nitrocelulose foram
cortadas em tiras de 3 mm de largura e bloqueadas por 6 horas a temperatura ambiente com
salina tamponada com Tris contendo Tween 20 0,05% (TBS-T) adicionada de leite desnatado
(Molico Nestlé, S@o Paulo) a 5%, e em seguida, as tiras foram incubadas por 24 horas a 4 °C
com amostra de soro diluido a 1:2 em TBS-T adicionado de leite molico desnatado a 1%
(TBS-TM) sob agitagdo constante. Posteriormente as tiras foram submetidas a 6 ciclos de
lavagens por um periodo de 5 minutos cada em TBS-T e incubadas durante 20 horas
aproximadamente a 4 %C, com anticorpo secundério IgG de cabra anti-IgE humana biotinilada

(Kirkegaard & Perry Laboratories) na diluigéo de 1: 250 em TBS-TM. Apods novas lavagens,
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foi adicionado o sistema de amplificagdo ABC (Complexo streptavidina biotina-peroxidase;
Dako, Dinamarca) na diluigdo de 1:500 em TBS-TM e incubada por 1 hora a temperatura
ambiente. Posteriormente, as tiras foram lavadas novamente como descrito anteriormente em
TBS-T e a revelacdio foi realizada utilizando-se sistema de quimioluminescéncia conforme

procedimento  descrito  pelo  fabricante ECL (Amersham Pharmacia Biotech,

Buckinghamshire, Inglaterra).

3.5 - Analise Estatistica

Anélises entre médias geométricas nos grupos estudados foram feitas pelo teste ¢ de
Student utilizando o sofiware GraphPad Prism verséo 3.0 (GraphPade Software, Inc).

Os pesos moleculares aparentes das bandas antigénicas de S. ratti foram estimados por
regressdo linear, a partir de calculos da mobilidade relativa (RF), segundo formula:

RF = Distancia da origem de migra¢ao

Distincia da origem do ponto de referéncia

As freqiiéncias das bandas antigénicas reconhecidas pelas amostras de soros dos pacientes
do grupo I e Il e II, foram analisadas pelo teste diferenga entre duas proporgdes, utilizando o
programa (Stastistic for Windows — Release 4.5 A- Statesoft, Inc. 1993). A hipétese nula foi

rejeitada quando valores de p < 0.05 foram considerados estatisticamente significativos.
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3.6- Normas de Biosseguranga

Todo o procedimento de colheita e manuseio do material e dos reagentes, bem como a

utilizagdo dos equipamentos, foram realizados de acordo com as normas de biosseguranga de

descritas por Chaves-Borges; Mineo (1997).
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4 - RESULTADOS

4.1 — Caracterizacio dos Grupos Estudados Quanto a Sexo e Idade

A distribuigdo por sexo dos pacientes com estrongiloidiase (grupo 1), outras parasitoses
intestinais (grupo II) e individuos saudaveis (grupo II) estd demonstrada na Tabela 1. Um
total de 126 amostras de soro foi analisada, das quais 61 (48,4 1%) pertenciam a individuos do
sexo masculino e 65 (51,59%) do sexo feminino. A idade dos individuos analisados variou de

2 a 75 anos de idade no grupo I (n = 50), de 4 a 62 anos no grupo Il (n =38) e de 2 a 62 anos

no grupo I (n = 38).

Tabela 1 - Distribui¢do por sexo dos 50 pacientes com estrongiloidiase (grupo I), 38 pacientes

com outras parasitoses intestinais (grupo II) e 38 individuos copronegativos (grupo III)

GRUPOS
SEXO Tno(g//:; I . . -
(%) n (%) n (%)
MASCULINO 61 (48,4%) 26 (52%) 19 (50%) 16 (42,1%)
FEMININO 65 (51,6%) 24 (48%) 19 (50%) 22 (57,9%)

TOTAL 126 (100%) 50 (100%) 38 (100%) 38 (100%)
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4.2 — Obtencio de Larvas de S. ratti

Foram obtidas 500.000 larvas filaridides de S. ratti, apds a cultura de fezes de R. rattus,
infectados experimentalmente. Para obtengdo do extrato salino de S. ratti, foram utilizadas
500.000 larvas filaridides. A concentragdo protéica obtida foi de 950 ug/mL, e volume de 6

mL.

4.3 - ELISA para IgE Especifico anti- S. stercoralis

Os niveis de IgE especifica a Strongyloides, expressos em indice ELISA (IE)
quantificados em amostras de soros de pacientes e de individuos saudaveis estio demonstrados
na Figura 2. A média geométrica do grupo I (132,2) foi estatisticamente maior que as médias
nos grupos II (51,4; p < 0,0001) e grupo 1 (80,7; p = 0,0002). A taxa de positividade foi de

54% (27/50) no grupo L, 0% (0/38) no grupo Il e 10,5% (4/38) no grupo IIl (Figura 3)
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Figura 2. Niveis
utilizando extrat
pacientes do grupo I (copropositivos
intestinais) e

oo3a8g3885e°

80,7
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de IgE especifica a Strongyloides, eXpressos em indice ELISA (IE)
o antigénico heterélogo de S. ratti em 50 amostras de soro de
), 38 pacientes grupo II (outras parasitoses
38 individuos do grupo Il (copronegativos). A linha tracejada indica o

limiar de positividade (IE > 100); mg = média geométrica.
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Figura 3. Positividade (%) do teste ELISA na detecgdio de IgE especifica a
tras de soro de 50 pacientes com estrongiloidiase (grupo I), 38

Strongyloides em amos
pacientes com outras parasitoses intestinais (grupo II) e 38 individuos copronegativos

(grupo 1)
4.4 — Immunoblotting IgE especifico

O perfil eletroforético (SDS-PAGE) € 2 reatividade de anticorpos IgE a componentes

antigénicos de S. ratti por Immunoblotting N0 SOTO dos pacientes do grupo I (n=50), 1 (n=10

os pacientes numerados a seguir conforme anexo 2) e Il (n = 10 os individuos numerad
0s

segundo anexo 3 ). A figura 4 ilustra a reatividade de anticorpos IgE em 03 amostras de sor
08

representativas de 03 pacientes do grupo 1, 03 pacientes do grupo Il e 3 individuos do gru
po

[II. Os componentes antigénicos, com pesos moleculares variando entre 7 a 101 kDa, fo
, 10Tam

visualizados predominantemente 0o grupo L
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Figura 4. Perfil eletroforético (SDS-PAGE) e reatividade de anticorpos IgE a
componentes antigénicos de S. ratti (Immunoblotting) em 03 amostras de soros
representativas de pacientes com estrongiloidiase (grupo I), 03 de pacientes com
outras parasitoses intestinais (grupo m e 03 de individuos do grupo I
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Quinze bandas antigénicas (101,81, 70,63, 61,57, 54, 44,39,36,33,28,19,15¢7 kDa),

foram reconhecidas por Immunoblotting—IgE em amostras de soros do grupo I, com freqiiéncia
variando de 8 a 46%. Somente 2 bandas antigénicas (101 e 81 kDa) foram detectadaé com

freqiéncia de 10% no grupo Il e ndo foi demonstrado nenhuma reatividade no grupo 11

(Figura 5).

As freqiiéncias das bandas antigénicas do extrato salino de S. ratti foram analisadas

comparativamente pelo teste de diferenca entre duas proporgdes para todos 0s trés grupos, no

entanto somente as bandas antigénicas de 101 (46%) e 81 (36%) kDa no grupo Tapresentaram

freqiiéncia estatisticamente significante quando comparadas aos grupos II e TI. A banda

antigénica de 101 kDa apresentou diferenca estatisticamente significante em relagdo as

freqiiéncias do grupo I (10%) ¢ M (0%), porém nio apresentou diferenca estatistica

significante quando comparada a banda antigénica de 81 kDa. O componente antigénico de 81

kDa apresentou freqiiéncia estatisticamente significativa quando comparado aos grupos Il e

III (p < 0,05)-

Os componentes antigénicos reconhecidos pela IgE anti — Strongyloides das amostras de

soro dos pacientes do grupo ] e Il estdo demonstrados na Tabela 2.
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(%) de componentes antigénicos (kDa) de S. ratti
blotting-IgE, em amostras de soro de 50 pacientes do
grupo | (copropositivos), 10 pacientes do grupo II (outras parasitoses
intestinais) e 10 individuos do grupo I (copronegativos). * Diferenca
estatistica significante (p< 0,05).

Figura 5. Freqiiéncia
reconhecidos por Immuno
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Tabela 2. - Freqiiéncia de 15 bandas antigénicas do extrato salino de S. ratti reconhecidas por

Immunoblotting -IgE em amostras de soro de 50 pacientes com estrongiloidiase (grupo I) e 10

pacientes com outras parasitoses intestinais (grupo II)

BANDAS ANTIGENICAS ~ FREQUENCIA IDENTIFICAGAO DOS CASOS
(kDa) n (%)
Grurol
101 23 (46) 4,5,11,13,14,15,17,20,23,24,27,29,32,35,36,41, 43,
44,45,46,47,49, 50
81 18(36)  4,5,13,14, 15,17, 20,24,27,29,32, 35, 36, ;14, 43,45,
47,49
70 11(22) 15,17,20,24,27,29, 32,35, 44,45, 49
63 12 (24) 4,13, 15,17, 24,27,29,32,35, 36, 44,45
61 14(28)  4,5,13,14, 15,17,20, 24,29, 32, 44,45,47,49
57 10(20)  4,5,14,17,20, 24,36,44,45, 49
54 08(16) 4, 15,17,24,27,36, 44,45
44 11(22)  4,15,17,27,29,32, 35,36, 44, 45,47
39 07(14)  4,17,20,27,35,44,45
36 09(18) 4, 15,17,24,27,32,35,36,45
33 06(12)  17,24,27,32,35,45
28 04(8)  1517,27,45
19 04(8)  14,17,20,45
15 10(20) 13, 14,17, 23,27,32,35, 44,45,47
07 11(22) 4,13, 14,15,17, 24,29,35,44,45,49
Gruro 1l
101 01(10) 14
81 01(10) 14
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4.5 — Avaliacio do Indice ELISA com Nimero de Componentes Antigénicos

Reconhecidos por Immunoblotting

Analisando os resultados obtidos por ELISA para detecgdo de IgE especifica a
Strongyloides em rtelagio ao numero de componentes antigénicos reconhecidos por
Immunoblotting—IgE em 50 pacientes do grupo I, 10 pacientes do grupo Il e em 10 individuos
do grupo III, os valores de Indice ELISA foram arbitrariamente subdivididos em quatro
classes de reatividade: (1) < 100; (2) 100 a 149; (3) 150 a 499 e (4) > 500 IE (Tabela 3). No
grupo I, dos soros que foram negativos para IgE especifica (IE < 100), apenas 2/23 (8,7%)
reconheceram uma tinica banda (101 kDa); dos soros entre 100 a 149 IE, apenas 1/09 (11,1%)
reconheceu uma unica banda (101 kDa) e 2/09 (22,2%) reconheceram de 2 a 5 bandas; dos
pacientes com IE entre 150 a 499, 8/13 (61,5%) reconheceram de 6 a 9 bandas e dos soros
com niveis de IgE = 500 IE, todos reconheceram mais de 6 bandas antigénicas. No grupo II,
dos soros negativos para IgE (IE < 100), 9/10 (90%) ndo reconheceram bandas e somente 1/10
(10%) reconheceu duas bandas (101 e 81 kDa), sendo que estas apresentaram uma baixa
intensidade quando comparada as mesmas bandas visualizadas no grupo L No grupo III néo
foi observada qualquer reatividade antigénica nos 6 soros negativos para IgE, como também

nos 4 soros com IgE entre 100 e 149 IE.
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Tabela 3. Analise do nimero de componentes antigénicos reconhecidos por Immunoblotting-IgE
em relago as diferentes classes de reatividade (<100, 100 a 149, 150 a 499 e > 500 IE) obtidos por

ELISA-IgE para Strongyloides em S010S de pacientes do grupo I (n = 50), grupo II (n = 10) e grupo

I (n = 10)
ELISA-IGE IMMUNOBLOTTING-IGE
CLASSES DE NOMERODE NUMERO DE COMPONENTES ANTIGENICOS
REAT(TI\S;) ADE AMOSTRAS 0 1 2-5 6-9 > 10
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Grurol
<100 23 2101,3) 2(87) 0 0 0
100 a 149 9 6(66,7) 1L 2(222) 0 0
150 2499 13 0 1(7,7)  2(154)  8(615) 2(154)
> 500 5 0 0 0 1(20,0) 4 (80,0)
Gruro 1l
<100 10 9 (90,0) 0 1 (10,0) 0 0
100 a 149 0 0 0 0 0 0
150 2 499 0 0 0 0 0 0
> 500 0 0 0 0 0 0
Gruro HI
<100 6 6 (100,0) 0 0 0 0
100 a 149 4 4(100,0) 0 0 0 0
150 2 499 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0

> 500
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Considerando-se como imunodominantes as bandas antigénicas com freqiiéncia > 50%,

foram identificados 15 componentes antigénicos imunodominantes (101, 81, 70, 63, 61, 57,

54,44 39,36,33,28,19,15¢ 7 kDa) reconhecidos por soros do grupo I com niveis de IgE >

500 IE, e 7 componentes imunodominantes (101,81, 70,63,61,44e7 kDa) nos soros com IE

entre 150 a 499. Entre os soros IgE negativos (IE < 100) ou com IE entre 100 a 149, néo foram

identificados componentes antigénicos ;munodominantes por Immunoblotting (Tabela 4).
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Tabela 4 - Relagio de diferentes niveis de anticorpos IgE-Strongyloides (negativo, positivo

sitivo moderado e positivo forte) determinados por ELISA (IE) de acordo com as

fraco, po
freqiiéncias de 15 componentes antigénicos reconhecidas por Immunoblotting-IgE presentes
no soro de 50 individuos do grupo L.
NiVEIS DE ANTICORPOS IGE-STRONGYLOIDES (IE)
FRACOES
ANTIGENICAS <100 100 a 149 150 2499 >500
(KDa) NEGATIVO POSITIVO FRACO  POSITIVO MODERADO  POSITIVO FORTE
N=23 N=09 N= 13 N =5
101 2(8,7) 3(33,3) 13 (100,0) 4 (80,0)
81 0 1(1LD) 12 (92,3) 5 (100,0)
70 0 0 7(53.8) 4 (80,0)
63 0 0 8 (61,5) 4 (80,0)
61 0 1(1L1) 9 (69,2) 4 (80,0)
57 0 0 6 (46,1) 4 (80,0)
54 0 0 4(30,8) 4 (80,0)
44 0 L(1L1) 7(53.8) 3 (60,0)
39 0 0 4(30,8) 3(60,0)
36 0 0 5(38,5) 4 (80,0)
33 0 0 3(23.1) 4 (80,0)
78 0 0 L(7.,7) 3 (60,0)
19 0 0 1(7.7) 3 (60,0)
15 0 2(222) 4 (30,8) 4 (80,0)
7 0 0 7(53.8) 4 (80,0)
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5 - DISCUSSAO

A utilizagdo dos testes soroldgicos, tém demonstrado que estes podem ser utilizados em

conjunto com 0s exames de fezes no diagnostico da estrongiloidiase, ou ainda como uma

técnica de monitoramento em pacientes submetidos a transplantes tanto antes quanto pds-

cirurgia, bem como outras circunstancias que levam a uma queda da resposta imune do

hospedeiro. Os testes sorolégicos sdo Uteis principalmente, quando a pesquisa coproldgica

revela-se negativa na presenga de uma sintomatologia sugestiva, visto que na maioria das

vezes em infecgdo cronica 0 ntmero de larvas é bastante reduzido e as vezes ausentes nas

fezes.

Diante da dificuldade de se obter quantidades suficientes de larvas filaridides de S.

ronizagdo e utilizagdo de antigenos heter6logos,

stercoralis, tornou-seé conveniente a pad

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).

O teste ELISA tem sido descrito na literatura, utilizando-se diferentes extratos antigénicos

na deteccdo de diferentes classes de imunoglobulinas nos soros de individuos com

estrongiloidiase. Embora seja um teste altamente sensivel, o ELISA para detecgdo de IgG anti-

amente COM outras parasitoses principalmente a

Strongyloides pode reagir cruzad

esquistoSSomose, filariose e em alguns casos, Com ancilostomideos. Por outro lado, a detecgdo

de IgE anti- Strongyloides pot ELISA tem demonstrado ser altamente especifica (LINDO er

al., 1994; GROVE, 1996; COSTA —CRUZ et al., 1999).

Neste trabalho demonstrou-se que pacientes com estrongiloidiase (grupo I) apresentaram

niveis significativamente aumentados de IgE especifica anti-Strongyloides, e alto indice de
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positividade quando comparado aos pacientes com outras parasitoses intestinais (grupo II) e

com os individuos copronegativos (grupo II) (Figuras 2 € 3). Estes resultados estdo de acordo

com os obtidos por Costa-Cruz éf al. (1999), que utilizando extrato salino de S. ratti através do

teste ELISA, encontraram uma positividade de 55% em 40 pacientes positivos para S.

stercoralis, 2,5% em 40 pacientes com outras parasitoses intestinais (grupo II) e 0% em 40

individuos copronegativos (grupo III) e detectaram diferenga estatistica significante entre o

grupo copropositivo € 0s grupos I e IL

A disposigdo € 0 perfil eletroforético dependem de uma série de fatores. Um desses

fatores consiste na concentragdo da acrilamida utilizada na prepara¢do do gel que orienta 0

intervalo de migragéo das proteinas (GERSHONI, 1988). Para a concentra¢do de 14% do

SDS — PAGE, o perfil eletroforético encontrado neste estudo, com a utilizagdo do extrato

antigénico de S. ratti, revelou um complexo modelo de fragdes protéicas (Figura 4).

Immunblotting combina a resolugdo minuciosa da eletroforese em gel de poliacrilamida

quantidades de anticorpos através do ensaio

com alta sensibilidade de detectar pequenas

imunoenzimatico. E uma téenica que tem sido Jargamente utilizada para a caracterizagdo de

Strongyloides reativas a diferentes classes de imunoglobulinas

t al. 1990; CONWAY et al., 1993a; UPARANUKRAW,

frages protéicas especificas de
(LARRALDE et al., 1989; SATO ¢

PLIONSGRL MARAKOTE, 1999)

Das quinze pandas antigénicas reconhecidas por soros de pacientes com estrongiloidiase,

somente trés (33, 36 € 44 kDa) ja haviam sido descritas na literatura (ATKINS et al., 1999).

ferentes tipos de antigenos e a variabilidade intrinseca das

Levando em considerag@o 08 di

reacdes pode-se inferir qué as bandas antigénicas de 28 ¢ 57 kDa, relatadas nesse estudo

corresponderiam s de 29 e 56 kDa respectivamente, descritas por Atkins et al. (1999)

o de S stercoralis na detecgdo de IgE especifica. Embora as

utilizando antigeno homdlog

PP S

,“I
|
i
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bandas antigénicas de 101 € 81 kDa, ndo terem sido descritas na literatura observou-se

diferenga estatistica significante quando comparadas nos trés grupos. Deve ressaltar-se que

neste estudo a revelag@o consistiu-se de um método altamente sensivel a quimiluminescéncia

0 que possibilitou 0 reconhecimento destas bandas (Figura 5).
Avaliando-se as diferentes classes de reatividade determinadas por ELISA IgE anti-

Strongyloides (Tabela 3) observou-se diferencas quanto & reatividade antigénica por

grupo [ com niveis de IgE variando de 150 a

Immunoblotting. Desta forma, n0S pacientes do

499 E e niveis superiores 2 500 IE, observou-se um maior nimero de diferentes bandas

antigénicas reconhecidas por Jmmunoblotting. Esses resultados sugerem que esses individuos

podem se encontrar em uma fase inicial de infecgdo por S. stercoralis (HAGAN, 1993;

ATKINS et al., 1997). Entretanto, 0S baixos niveis de IgE combinados & baixa freqiiéncia das

bandas antigénicas detectadas por [mmunoblotting sugerem que pode ter sido estabelecido

nestes pacientes uma infec¢do cronica assintomatica. Varios estudos tém demonstrado que em
infecgdes cronicas por S. stercoralis, anticorpos JgG4 sdo predominantes, € desempenham um
papel importante comO modulador da respost de defesa mediada por IgE (ISHIZAKA, 1982;

ATKINS et al., 1997; NEVA et al., 1998; PORTO ¢/ al., 2001).

ivel visualizagdo dos componentes antigénicos de 101 e 81 kDa em

No grupo II foi poss

itado pelo Enterobius vermicularis, no entanto, quando

somente 1 paciente que estava paras

pacientes do grupo I, observou-se que estas

comparados com 03 visualizados nos

apresentavam fraca marcagao. Assim, como ess€ paciente apresentava indice ELISA menor

ada com outras parasitoses intestinais ndo deve ser

que 100, a hipotese de reatividade cruz

descartada.

tigénicas reconhecidas por soros de pacientes do grupo |

Quanto a freqiiéncia das bandas an
(copropositivos) de acordo com diferentes classes de reatividade de ELISA IgE anti-
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Strongyloides, houve um amplo espectro Je reatividade frente a0 extrato antigénico,

considerando-se como imunodominantes as bandas de, 101, 81,70, 63.61,57,54,44,39,36,

33, 28, 19,15 e, 7 kDa, para 0S pacientes com indice ELISA maior ou igual a 500. Estes

resultados nio foram observados nos pacientes com IE entre 150 a 499, onde houve
reconhecimento somente de 7 componentes ;munodominantes (101, 81, 70, 63,61, ed4e7

kDa). Destas bandas antigénicas imunodominantes reconhecidas por Immunoblotting, 7 (101,

am presentes em praticamente todas amostras dos soros dos

81,70, 63, 61, 44 ¢ 7 kDa), estav

pacientes copropositivos, sugerindo que €sSes componentes antigénicos podem ser fortes

candidatos a potenciais antigenos para o sorodiagndstico da estrongiloidiase (Tabela 4).

Segundo Atkins éf al. (1999) os componentes antigénicos de 33, 36 e 44 kDa sio
considerados imunodominantes para antigenos de S. stercoralis reconhecidos por anticorpos
IgE. Embora tenha sido utilizado neste trabalho antigeno heterdlogo de S. ratti foi possivel o
m uma alta freqiiéncia, sugerindo a possibilidade de se

reconhecimento dessas bandas c0

mo fonte de antigeno para testes imunoldgicos.

utilizar o extrato salino de S ratti O

Entretanto, estudos complementares com extrato homologo de S. stercoralis complementariam

a andlise da importdncia das bandas aqui consideradas :munodominantes (101,81,70,63,61,

os, sugere-se que 0 Immunoblotting-1gE em combinagdo

54 ¢ 7 kDa) Diante desses resultad

era auxiliar na confirmagdo do diagnéstico da

com outros testes sorologicos pod

estrongiloidiase humana.
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6 - CONCLUSOES

O extrato salino de S. ratii apresentou resultados satisfatorios na detecgdio de anticorpos

e Immunoblotting no diagnostico da

[gE especifica, em ambos o0s testes ELISA

estrongiloidiase humana.
Sugere-se que 0S componentes antigénicos reconhecidos neste estudo por anticorpos IgE

s como marcadores importantes para 0

anti-Strongyloides podem  ser considerado

imunodiagnéstico da estrongiloidiase.

inagdo com O teste ELISA podera ser considerado uma

Immunoblotting-IgE em comb

ontribuindo assim para

4 estrongiloidiase humana, ¢

ferramenta importante para diagnosticar

e adoenga é cronica assintomatica.

esclarecer os casos em qu
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8 - ANEXOS
Anexo 1 E
Identificacdo dos 50 pacientes com diagndstico parasitologico comprovado para Strongyloides
stercoralis segundo sexo, idade e resultados laboratoriais, utilizando antigeno de S. ratti para
os testes ELISA e Immunoblotting na deteccdo de IgE especifica
Caso Sigla Sexo  Idade Indice ELISA IgE Immunoblotting
(anos) (IE) .
1 PCS M 39 86,6 Negativo ok
2 IAL M 70 87,7 Negativo
3 SMS F 42 91,9 Negativo
4 NAS M 40 2429 +
5 MRP F 54 207,1 +
6 ANS M 21 110,4 Negativo |
7 VMS [ 65 57,9 Negativo
8 SRP F 47 84,9 Negativo '
9 DS F 20 94,3 Negativo
10 ABC F 18 140,2 Negativo :
11 JL M 05 88,2 +
12 BMN I 28 86,1 Negativo
13 LMG F 19 236,8 + |
14 JCR M 20 5275 + !
15 ECC M 54 174,7 + |
16 ILR F 02 55,3 Negativo ;
17 OMM M 72 1019,9 +
18 JA M 43 69,0 Negativo g
19 VMS F 33 59,4 Negativo ;
20 HSM M 71 266,6 + |
21 JIM M 10 56.3 Negativo '
22 ES F 38 67,8 Negativo |
23 LBR M 58 123,1 + i
24 TSP F 24 7273 + %
25 LRO F 65 56,7 Negativo i
26 PRR M 56 64,0 Negativo ,
27 ACS M 61 508.0 + |
28 EMS I 21 69,2 Negativo
29 ALT I 26 191,9 +
30 VSO M 44 48.5 Negativo |
31 PHC M 02 63.8 Negativo !
32 DMO F 32 200.7 . +
33 MFEFO M 59 54,7 Negativo |
34 BS M 30 91.9 Negativo |
35 HSM M 71 2720 +
36 FL M 65 154.6 + ;
37 RPM F 33 124.0 Negativo




38 RSF M 39 76,7 Negalivo
39 MIB F 32 1039 Negativo
40 DXM M 23 71,1 Negativo
41 MIJS F 31 87,7 +
42 ACR M 39 108,8 Negativo
43 LHM M 59 166,1 +
44 AIM M 75 203,6 +
45 VMS F 33 988,7 +
46 MEC F 36 213,6 +
47 MCO F 30 118,0 +
48 NDC F 20 134,4 Negativo
49 ABR M 57 4709 +
50 SMS F 20 115,6 +
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Anexo 2

Identificacdo dos 38 casos de pacientes com outras parasitoses, segundo sexo, idade ¢

resultados laboratoriais, utilizando antigeno de S. ratti para os testes ELISA e Immunoblotting

na detecgdo de IgE especifica

Caso Sigla Sexo ldade Parasitose Indice ELISA IgE Immunoblotting
(anos) (IE)

1 ME M 07 A lumbricoides 55,6 .

2 DRS F 09 A. lumbricoides 51,6 NR
3 DM M 04 A. Iumbricoides 483 NR
4 DAF F 08 A. lumbricoides 46,6 NR
5 MVI M 12 A lumbricoides 51,8 NR
6 TES M 08 A. lumbricoides 40,4 NR
7 MMR T 17 A lumbricoides 68,8 -

8 LFS M 14 A. lumbricoides 52,1 NR
9 DGS M 14 A lumbricoides 459 NR
10 NC I 52 A. lumbricoides 48,8 NR
11 RCD F 14 E. vermicularis 51,8 NR
12 wWDS M 10 E. vermicularis 46,6 NR
13 TFEG M 07 E. vermicularis 52,7 -

14 JPS I 10 E. vermicularis 96,0 +

15 ML F 09  Ancilostomideo 60,9 -

16 LIS F 13 Ancilostomideo 47,7 NR
17 MG F 12 Ancilostomideo 45,5 NR
18 DFS M 11 Ancilostomideo 558 NR
lo TSS [ 14  Ancilostomideo 53,8 NR
0 DPS [ 23 Taenia sp 51,2 NR
21 IS I 25 Taenia sp 53,8 -

27 SDRF 40 Taenia Sp 49,6 NR
73 SMM I 31 T trichiura 46,6 -

b4 VIS M 10 T.arichiura 48,1 NR
25 DMR M 12 H. nana 433 NR
6 LS M 08 G. lamblia 46,6 NR
277 1 r 11 G. lamblia 45,5 NR
¢ TMS F 10 G. lamblia 46,6 NR
9 FGg M 07 G. lamblia 47,5 NR
30 gap M 10 G. lamblia 49,2 NR
31 KGS M 08 G. lamblia 50,5 NR
32 RCO T 07 G. lamblia 52,5 -

33 LM M 08 G. lamblia 50,7 NR
4 GG M 09 G. lamblia 4717 NR
35 LSS M 09 G. lamblia 51,6 NR
36 HAR M 10 G. lamblia 56,0 -

37 VLR F 25 E. histolytica 53,6 -

38 MPS F 62 E. histolytica 50,7 NR




Anexo 3

Identificagdo dos 38 casos de individuos saudaveis, segundo sexo, idade e resultados

laboratoriais, utilizando antigeno de S. ratti para os testes ELISA e Immunoblotting na

detecgio de IgE especifica

Caso Sigla Sexo  Idade fndice ELISA IgE Immunoblotting
(anos) (IE)
1 AMA F 34 98,5 -
2 DFJ I 05 86,1 NR
3 DFJ M 06 90,5 -
4 REJ M 44 102,9 ]
5 RCC I 25 88,1 NR
6 GAM F 26 97,6 -
7 FCB M 25 84,1 NR
8 IDA F 62 91,2 -
9 I'CS E 24 65,7 NR
10 RKR F 19 101,8 -
11 ACM I 23 74,5 NR
12 SMB I’ 28 81,6 NR
13 RMR M 24 79,9 NR
14 RMS F 25 84,7 NR
15 CIC M 21 78,7 NR
16 CBC M 21 102,0 -
17 LZG M 17 74,1 NR
18 SGM M 29 63,4 NR
19 DOR F 25 69,9 NR
20 IMJ M 19 76,3 NR
21 MRB M 22 67,9 NR
22 DAF F 24 89,2 NR
23 DFR M 62 71,6 NR
24 TRM I 02 81,0 NR
25 SVS I 06 70,5 NR
26 IS k 25 64,1 -
27 MMN F 46 69,2 NR
28 IAS M 10 81,4 NR
29 AMR M 05 69,7 NR
30 MIR F 35 79,0 NR
31 M r 22 79,9 NR
32 IC M 53 81,4 NR
33 BCP r 22 1 ;)12,75 -
34 LAS 23 91,2 -
35 ggz I\[/I 22 75,0 NR
36 MCS r 36 65,2 NR
37 BRR F 11 75,9 NR
38 OVS M 51 835 NR

¥*NR = Nao realizado; _= Negatiifﬁ



