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RESUMO

A filariose linfatica bancroftiana é uma doencaagéaria humana de grande complexidade
em sua dinamica de infeccdo, necessitando ainda magores esclarecimentos,
principalmente, em aspectos relacionados a tolerémeémunopatologia. A existéncia da
imunidade protetora em comunidades endémicas aeofE permanece como objeto de
intenso debate e o grupo denominado “endémicosaisimem sido alvo de interesse para
elucidar muitas questdes referentes a imunologidogaca. O presente trabalho tem como
objetivo verificar através de um estudo do tipooeaantrole, as diferencas entre portadores
e ndo portadores de filariose linfatica bancro#tipelo reconhecimento humoral de bandas
protéicas de extrato secretério-excretdrio de Rmgectantes d&/uchereria bancroftiOs
quatro setores censitarios de Olinda-PE, com mprevaléncia de filariose, foram
escolhidos como area de estudo. Consideramos “graptrole” portadores da filariose
bancroftiana e “grupo de casos” os de endémicasnaier O extrato antigénico foi obtido
por incubacao de larvas infectantes em meio Haoks/ph em 5% de COZ2. As bandas
protéicas foram separadas por eletroforese (SDSHyA&Gporwestern-blottransferidas e
incubadas com os soros humanos. Foram considepaditzziores da doenca 0s positivos
pela técnica da gota espessa ou filtragdo e endénmriormais os residentes de area
endémica negativos pelo teste de deteccdo paraséacaptura de antigenos (Og4C3).
Participaram do estudo 325 individuos, 130 conadi®s endémicos normais e 195
portadores de filariose bancroftiana. As bandasemas da composicdo do extrato de L3
foram as de 200, 175, 138, 105, 100, 76, 55, 4939238, 32, 28, 14 kDa. Na comparagao
do reconhecimento das proteinas entre os grupodagkts, apenas as proteinas 175 e 105
kDa nao diferiram significativamente, os portadorgs filariose bancroftiana nao
reconheceram a proteina 175 e no grupo de endémimosais apenas um soro foi
reconhecido (0,8%). Em todas as outras, os niveigedonhecimento dos individuos
endémicos normais foram superiores aos dos podadde filariose bancroftiana. Nas
proteinas de 49, 55, 100 e 200 kDa o indice foesapa 50%. No grupo de portadores de
filariose bancroftiana, das 14 bandas, 9 (64,3¥&raim reconhecimento menor que 10%.
As que apresentaram maior percentual de reconhetmmem ambos os grupos, foram as
bandas de 49 e 55 kDa. Na proteina de 200 kDafoepida uma grande diferenca entre os
grupos, pois 52,3% dos endémicos normais a recenhewontra apenas 4,1% dos
portadores de filariose bancroftiana. Incluindwasaveis independentes como sexo e faixa
etaria, no programa de regressao logistica, forertuielas do modelo as proteinas de 175,
105, 49, 100 e 39 kDa sendo as demais considersigagicantes na diferenca do



reconhecimento humoral dos grupos estuda’ldos.eAtiiicacdo desse grupo de proteinas
respondedoras em endémicos normais deve norteaas npesquisas para o0 estudo
bioguimico desses compostos e sua relacdo comradate protetora em filariose linfatica

bancroftiana.

Palavras chave 1. Wuchereria bancrofti2. Larva infectante, 3. Reconhecimento humoral.



ABSTRACT

Bancroftian filariasis is a parasitic human diseashich presents great complexity of
infection dynamics, needing enlightens, mainly teda to its tolerance and
immunopathology. The existence of a protective imityuin endemic communities of
filariasis remains object of interest and intensbale, and the group called normal
endemics being the object of interest to elucidasmy unsolved questions related to the
filariasis immunology. The present work verifiedrabigh a study of case-control,
differences between carriers and non-carriers ofctodtian filariasis by humoral
recognition of excretory-secretory extract of irtfee larvae ofWuchereria bancroftiFour
census tracts of Olinda-PE, which presented gnestaences of filariasis, were chosen as
study areas. We considered “control group” carr@rdancroftian filariasis and “cases
group” the normal endemic group. The antigenicaettivas obtained by incubation of the
infective larvae in Hanks medium for 72h in 5% C@®nosphere. Proteic bands were
separated by eletrophoresis andstern-blottransfered and incubated with human sera.
Positive individuals for filariasis were detecteglthe thick smear or filtration, and normal
endemics long-lived individuals in the endemic oegiwhose test for parasite antigen
detection (Og4C3) were negative. The study invol328 individuals, 130 normal endemics
and 195 bancroftian filariasis carriers. The L3&ct presented the following eletrophoretic
bands: 200, 175, 138, 105, 100, 76, 55, 49, 4238932, 28, 14 kDa. The pattern of protein
recognition between the studied groups showeddadhigt the proteins of 175 and 105 kDa
did not differ statistically. The bancroftian filasis carriers did not recognize the 175 kDa
protein, and only endemic normal serum recogniZ@,8%). For all the others bands, the
normal endemic group showed a greater patternocofgrétion than the carrier group, with
bands of 49, 55, 100 e 200 kDa presenting recagngdreater than 50%. In the bancroftian
filariasis carriers from the 14 bands, 9 (64,3%)vebd recognition less than 10%. In both
groups, 49 and 55 kDa bands showed the better miaeteof recognition. The 200 kDa
protein showed a great difference between bothpg,doeing recognized by 52% of normal
endemics, against 4,1% of the bancroftian filasi@sirriers. Including independent variables
as gender and age in the logistic program, the ahd.75, 105, 49, 100 e 39 kDa were
excluded, because of its insignificant humoral gggion pattern, whereas all the remaining
bands were considered significant in both studredijgs. The identification of this group of
proteins recognized as antigenic in normal endemalviduals might guide future
researches in order to clarify their role in thenomity of the bancroftian filariasis.

Key words: 1. Wuchereria bancrofti2. Infective larvae, 3. Humoral recognition
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APRESENTACAO

A situacdo epidemioldgica da filariose linfatica @orno do mundo tem sido
divulgada na literatura cientifica e em boletinsodgéos oficiais, como os da Organizacao
Mundial da Saude, como preocupante, desde que losevade prevaléncia da doenca
continuam em ascensao. Esse agravo tem sido c@meg(do desenfreado crescimento
populacional em areas urbanas, principalmente fegjge extrema caréncia, onde fatores
como a falta de saneamento e adequadas condic@esrddia, propiciam a proliferacao do
mosquito vetor mantendo a endemia, apesar de pnagrde controle. Em 1997 foi criado
pela WHO um programa denominado GPELF (Global Rragre to Eliminate Lymphatic
Filariasis) com o objetivo de unir forcas e organigncontros anuais entre pesquisadores,
gestores e profissionais da saude, visando elinaifitariose linfatica até o ano de 2020.

Em inquéritos epidemiolégicos para atualizagdoatiod e identificacdo de casos de
filariose linfatica, observa-se usualmente, a ériga de individuos residentes de areas
endémicas, expostos a doenca pelo convivio comofi@Emicos e ao vetor, e que a
despeito disso, ndo contraem a doenca. Esse geapeido denominado como “endémicos
normais” e tem despertado intenso interesse, seinieéto de investigacdo para a elucidacéo
da imunidade protetora.

Alguns aspectos da defesa imunoldgica do hospedeirtva alguns tipos de filaria
tem sido demonstrados em modelos experimentaignimto, a forma bancroftiana, a que
acomete nossa regido, tem o homem como Unico heispetkfinitivo. Essa particularidade
tem limitado as pesquisas, principalmente por @esséticas, impedindo que se tenha uma
completa compreensdo do mecanismo da infeccdo @eslenvolvimento da imunidade
protetora.

Contudo, a observacado de que somente uma percentEgeessoas que vivem em
areas endémicas adquirem a infeccao filarial, @eegiste um decréscimo idade-dependente
na prevaléncia da infeccdo em comunidades humanaene o recente advento da
implementacdo de modelos matematicos usando dadbkribse, podemos admitir que o
desenvolvimento da imunidade protetora em filaritisética humana pode ser uma
realidade.

O trabalho aqui apresentado teve como area decestiMunicipio de Olinda-PE,
por se tratar de uma regido reconhecida como ewdépur estudos epidemioldgicos
recentemente desenvolvidos na localidade. Em unmaepa etapa, desenvolveu-se um

estudo epidemiolégico, efetuado por meio de soresaéncias com o objetivo de analisar



a prevaléncia e a distribuicdo geografica da doeoncaunicipio. Participaram da pesquisa
voluntarios portadores de microfilaremia e respestifamiliares, residentes do mesmo
domicilio, livres da infeccdo. Construidos os éstale soros, categorizados por portadores
de filariose bancroftiana e endémicos normais, rsglas variaveis de sexo e idade, na
segunda etapa do estudo foram verificadas, at@deésn estudo do tipo caso-controle, as
diferencas no reconhecimento imune humoral de imadgecontidas no produto secretorio-
excretério de larvas infectantes d&uchereria bancrofti. A técnica imunoquimica,
empregada para promover reacdo antigeno-antictopa, de Western-blat Os diferentes
perfis de reconhecimento de proteinas obtidos foramalisados estatisticamente,
evidenciando as proteinas relevantes e as queralifesignificantemente entre os dois
grupos de expostos a infeccdo de filariose linddbancroftiana.
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1. INTRODUCAO

1.1. - Consideracdes gerais

O termo filariose € a denominacdo genérica pasigguar a infeccdo causada por
nematoéides, no homem ou em outro animal verteb(B&SSOA; MARTINS, 1982). A
existéncia da filariose linfatica € demonstradagrovas arqueoldgicas em um periodo que
antecede a era cristd em cerca de 2000 anos. Poodng doenca parasitaria, s6 foi
reconhecida ap0s a primeira deteccao de parasitasomarios em fluido biolégico (liquido
hidrocélico) por Jean-Nicolas Demarquay em 1863.

Das espécies distintas de vermes filariais, noedasd parasitam o homem:
Wuchereria bancrofti, Brugia malayi, Brugia timorfQnchocerca volvulus, Loa loa,
Mansonella streptocerca, Mansonella ozzardi, Mae#an pertans e Dracunculus
medinensig(SASA, 1976; OTTESEN, 1993). Dentre estas filarad)V. bancrofti e O.
volvulussao parasitos de grande interesse médico e estativte pouco estudados, dada a
inexisténcia de um modelo experimental.

A filariose linfatica bancroftiana persiste comm grave problema de saude publica
nos paises tropicais e sub tropicais incluindo aslBrAs consequéncias da doenga podem
levar a morbidade clinica, causando infec¢des,agyad cronicas que geralmente refletem a
natureza e intensidade da resposta imune do hospegeparasitismo (KING; NUTMAN,
1991). Em algumas regifes de alta endemicidadepemca filarial linfatica chega a
comprometer o desenvolvimento econdmico devido @ug&o da produtividade e,
consequentemente, reduzindo as oportunidades de d@&Vvido a incapacitacdo do
trabalhador (RAMAIAH et al., 2000). A imobilidadésica que atinge alguns portadores da
parasitose, associada a estigmatizacdo socialce-patial, pode ser considerada como a
caracteristica mais drastica da doencga.

Atualmente sdo encontrados casos de filariosatioaf em 83 paises distribuidos
pelas regides das Américas Central e do Sul, Affleatral, Sudeste da Asia e ilhas do
Pacifico Ocidental. Cerca de 120 milhées de pessoasundo sdo portadoras de filariose
linfatica, sendo 107 milhdes (90% dos casos) iaftms pelaN. bancrofti.A bancroftose,
além de apresentar o maior nimero de casos, taral@mais difundida geograficamente
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1994; OTTESEN et al.997). 12,9 milhdes (10%

dos casos) sdo causados por espécidrutga (COX, 2000). A filariose causada pdta
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malayi esta confinada ao sudeste e leste da Asia e adampsglaB. timori € encontrada no
Timor e em suas ilhas adjacentes.

Aproximadamente 1,1 bilhdo de pessoas, cerca @#edz0populacdo mundial, estdo
expostas ao risco da infeccéo por viverem em &@m@dd&micas.

Na india concentra-se o maior nimero de pesséestanlas, com aproximadamente
48 milhdes de casos que expdem ao risco da infetf®oda populagdo que vive em areas
endémicas (DAS, et al., 2001). A Africa apreser@ied 4milhdes de casos, a Asia 14,5
milhdes (excluindo China e india), llhas do PacificChina com 5,46 milhdes de casos. Na
América Latina, Caribe e Oriente Médio (regido descente fértil) sdo notificadas baixas
cargas parasitarias e pouca morbidade, sendo evada como de importancia focal
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1994).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) classificéilaiose linfatica como a
segunda maior causa de desabilidade fisica no meengkada por parasitoses. Em 1993, a
Forca Tarefa Internacional para Erradicacdo de Qae(RECOMMENDATIONS..., 1993)
incluiu a filariose linfatica no grupo de doencasncpotencial de erradicacdo, considerando
que ja existem na atualidade, conhecimentos e sesusuficientes para o controle da
endemia. Outras doencas como poliomielite, sararhposeniase, doenca de Chagas,
dracunculiase e oncocercose, foram também incluidagrupo de doencas erradicaveis.
Desta maneira, foi iniciado um plano global combgetvo de eliminagdo desse problema
de saude publica até o ano de 2020 (WORLD HEALTHGARIZATION, 2000). O
Global Programme to Eliminate Lymphatic Filarias{&PELF) esta baseado em duas
estratégias: interrupcdo da transmissao e prevemgdivio de incapacidades associadas a
filariose linfatica. Segundo a OMS, o sucesso digama depende em grande parte da
administracdo em massa (MDA) de drogas filaric(diéetilcarbamazina ou ivermectina, co-
administradas com albendazol) as quais possuenérefia confirmada na reducdo do
namero de parasitos na circulagdo sanguinea paedsnBo baixos que a infeccdo do
mosquito vetor torna-se insignificante e consegmante, interrompe a transmissibilidade.

A OMS avalia os valores de prevaléncia apresestado estudos epidemioldgicos
como preocupantes e considera subestimados osp&riseencontrados quando o teste da
gota espessa € empregado como ferramenta diagndssige teste ainda é o mais difundido
e utilizado em estudos epidemioldgicos por apresesintagens como baixo custo e grande
especificidade, no entanto tem pouca sensibilig@tle pequeno volume de sangue coletado
para o diagnostico. Além disso, a deteccéo de ipasasera extremamente prejudicada se a
coleta do sangue for realizada em horario ndo zentt com o periodo de pico da
parasitemia periférica sanguinea (DREYER; MEDEIRQ@$90). Ainda considerando a



Miranda, J.C. Estudo da resposta infumeoral (IgG especifica) para antigenos de larvas..19

subestimacdo de resultados em estudos epidemiofdgitante do forte carater focal na
distribuicdo da filariose bancroftiana, o critépara escolha do método de amostragem
também é relevante. A identificacdo dos gruposhdestigacao feita através de sorteio, ao
acaso, pode ndo contemplar no inquérito, residémeissetores censitarios em aglomerados
com significativa carga endémica.

Essas estimativas sugerem que a prevalénciaet&d filarial pode estar crescendo
passivamente no mundo de acordo com o crescimanpopllagdo humana ou ativamente
por causa da urbanizacdo rapida ndo planejada entasmwareas endémicas
(ALBUQUERQUE, 1993; MICHAEL; BUNDY; GRENFELL et all996; MICHAEL et al,
2004).

No Brasil, a plenaria do Conselho Nacional de Sédnmeologou a resolu¢cdo CNS n°
190, de 13 de junho de 1996, iniciando também @rproa de eliminacdo da filariose
linfatica (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 1997). As dades de Salvador (BA) e
Belém (PA) foram, nos anos cinquienta, as primalcapais a serem consideradas focos de
filariose linfatica (FRANCO; SILVA-LIMA, 1967). Eme 1951 e 1958 o Ministério da
Saude realizou inquéritos hemoscopicos e entonaégdentificando os seguintes focos ao
longo de sete Estados brasileiros: Sao José daa Rartssa-SC, (14,5%); Belem-PA,
(9,8%); Barra de Laguna-SC, (9,4%); Recife-PE, Y§;9 Castro Alves-BA, (5,9%);
Floriandpolis-SC, (1,4%); Sao Luis-MA, (0,6%); Sadwr-BA, (0,4%); Macei6-AL, (0,3%);
Manaus-AM, (0,2%) e Porto Alegre-RS, (0,1%3ACHOU, 1960; BRAUN, 2002). Na
década de 1980, quase todos os focos descritos fooasiderados extintos no Brasil,
exceto, segundo o Ministério da Saude, aqueleseexés em Belém (PA) e Recife (PE)
(BOLETIM EPIDEMIOLOGICO, 1985). A cidade de Maceii- em 1990, também foi
constatada como foco de transmissao ativa deolariinfatica bancroftiana. No Estado de
Pernambuco, a Regido Metropolitana do Recife, ggéoba as cidades de Olinda, Jaboatéo
dos Guararapes e Paulista é considerada foco erméRssa regido tem sido reconhecida
como endémica de filariose bancroftiana desde alsalinos realizados por Azevedo;
Dobbin, em 1952, ocasido em que foi determinada uymmevaléncia de 9,7%.
Posteriormente, Rachou; Ferreira; Lima, (1954) ehBa, (1955) realizaram outros
inquéritos epidemiolégicos encontrando valores r@egléncia de 5,6% a 10,9% de acordo
com o bairro analisado. Em inquérito realizado Maciel et al, (1994), encontrou-se uma
prevaléncia média de 6,5% (a maior do Brasil). EBoente relatério da PAHO (Pan
American Health Organization) de 2003, a regido ropetitana do Recife ainda é
considerada como um foco ativo e em expansdo. #egoninquérito parasitoldgico
realizado entre 1999 e 2000, as areas de transndasdoenca foram identificadas em cerca
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de 52% dos bairros da cidade. O distrito sanitar{®S 1) foi 0 que concentrou o maior
namero de areas endémicas, tendo os bairros de Agua Alto de Santa Terezinha com
prevaléncia de microfilaremia de 6,2% e 10,4%, eespamente, atingindo os maiores
niveis de endemicidade na cidade (RECIFE, 2002)addedo com o relatorio, o estado de
Alagoas apresenta 2,06% de prevaléncia de miamfiiea e somente o estado do Pard
apresenta indicios do controle da doenca, apresbntam caso de microfilaremia entre
99.000 investigados. A Regido Metropolitana do fReeiMaceié permanecem como focos
da endemia, com cerca de 49.000 infectados (FUNDBQWACIONAL DE SAUDE,
2000).

1.2. - Caracteristicas biolégicas do parasito

O parasitoWuchereria bancrofti pertence a classélematoda Superordem -
Filarioidea - Weinland, 1858; Familia - Filariidae - Claus88%; Sub-familia Filariinae -
Stiles, 1907; GéneroWuchereria - Silva Araujo, 1877; EspécieWuchereria bancrofti-
Cobbold, 1877; da Silva Araujo, 1877.

A Wuchereria bancrofticomo parasito heteroxénico, apresenta dentreedeislo
evolutivo um estagio de maturacdo no hospedeireriebrado e outro no hospedeiro
definitivo, o homem, onde completa seu desenvolutmatingindo maturidade sexual e
reprodutiva. O verme em sua fase adulta apresemtacarpo cilindrico, fino, branco
transltcido e recoberto por uma delicada cuticuRCERDA; TAVARES; DOURADO,
1983). O macho de menor tamanho (25 - 40 mm) api@se regido posterior curvatura
ventral com dois espiculos visiveis. A fémea amiasB0-100 mm de comprimento, possuli
dois tubos uterinos que ocupam grande parte dacogpovos sao observados na porcao
mais posterior, enquanto que os embrides, micrifddmaturas, se localizam préximo da
vagina, na regiao anterior do corpo (KOURI; BASNUEM949).

As microfilarias, encontradas na circulagdo samgmi medem de 250 a 3(@n,
possuem uma delicada membrana ovular, que apé@ndida, passa a constituir a bainha da
microfilaria (REY, 2002). Ao exame microscopicosnaicrofilarias fixadas e coradas por
hematoxilina ou Giemsa, observa-se além da bamhegos que sédo correspondentes a
células subcuticulares que irdo formar a epiderraenmusculatura do helminto adulto e as
células somaticas que irdo constituir o tubo digest outros 6rgdos. Alguns espagos sem

nacleos correspondem a outras estruturas em fooraw@o anel nervoso, poro e célula
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excretora. Na regido caudal, encontra-se umadénngicleos ou “células germinativas” que

participardo da formacéao posterior do aparelhotgefREY, 2002)

1.3.-. Ciclo biol6gico

Todos os parasitas filariais possuem um cicloida similar e empregam artrépodes
como hospedeiros intermediarios, excBracunculus medinensi© ciclo biolégico pode
ser descrito a partir de quando ocorre a penetrdgdarva infectante (L3), apés ter sido
depositada pelo mosquito sobre a pele do individuato da hematofagia (Figura 1). Esta
larva migra através da circulacdo sangulinea essalannos vasos linfaticos ou linfonodos,
onde realiza duas mudas atingindo a fase adulté&msas adultas, por reproducédo sexuada,
liberam grande quantidade de embrides denominado®fitarias. Esta forma evolutiva
apresenta um ritmo circadiano na circulacdo saegilisendo encontrada nos vasos
periféricos principalmente no periodo noturno, chorério de pico de 23:00 a 1:00h
(DREYER; MEDEIRQOS, 1990). No periodo diurno as mitarias acumulam-se no interior
da rede vascular sanguinea dos pulmdes. Em alguegi®es endémicas do mundo a
deteccdo de microfilarias no sangue periférico padentecer em periodos diurnos
(periddica diurna) ou a qualquer horario (aperiayic

As microfilarias ao serem ingeridas pelo mosquétor, chegam ao intestino médio
do mosquito, perdem a bainha e atravessam o epitékstinal atingindo a hemocele.
Migram para o interior das células musculares daxtéonde passam por dois estadios de
desenvolvimento morfologicamente distintos atégatem a fase de larva infectante (Figura
2a; 2b). Esta forma larvar € dotada de uma moviagéotintensa e pode ser localizada tanto

na cabeca, torax ou abdome do mosquito (PAILY.ef8D5).
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Fonte: http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/ImageLiby#Filariasis_il.asp?body=A-F/Filariasis/body_Fiksis_il_th.htm

Figura 1 — Ciclo biolégico daVuchereria bancroftiO mosquito infectado deposita larvas do terceitadis
(L3) sob a pele do hospedeiro humano, as larvastf@en no organismo humano provavelmente pela mesma
insercao feita pela pica(o. As larvas alcangam os vasos e nédulos dositoftrealizam mudas e tornam-
se adulta®. Os vermes fémeas medem em torno de 80 a 100entemtinho e 0.24 a 0.30 mm de diametro
e 0s machos medem cerca de 40 mm de comprimenolemm de didmetro. As microfilarias medem
aproximadamente 244 a 2861 por 7.5 a 1@m. As microfilarias migram através da linfa e carsinguineos
movendo-se ativamer®. Os mosquitos ingerem as microfilarias durantepasto sanguine‘o. Apbs a
ingestdo, as microfilarias perdem a bainha e algurnaseguem alcancar a parede do proventricufmoecéo
cardiaca do intestino médio do mosquito e muUsculmscicos ©. Primeiro estadio larvar®.
Desenvolvimento da larva de terceiro est@io Larva infectante com movimento intenso e proxiana
probdéscida do mosqui{@'. Realizacdo de novo repasto sangiiineo e infec¢éo.
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(a)

(b)

Figura 2 - Larva infectante (L3) sendo liberada pela proluesac

Culex quinquefasciatus.(a) Microscopia O6ptica (40x); (
Microfotografia em MEV.
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1.4.- O vetor

Dependendo da regido geografica sdo também coadate como vetores dd.
bancrofti varios géneros de mosquitos: Cul&x(annulirostris, Cx. bitaeniorhynchus, Cx.
guinquefasciatus, e Cx. pipign®nopheles An. arabinensis, An. bancroftii, An. farauti,
An. funestus, An. gambiae, An. koliensis, An. mélas merus, An. punctulatus e An.
wellcome); Aedes Ae. aegypti, Ae. aquasalis, Ae. bellator, Ae. codla. darlingi, Ae.
kochi, Ae. polynesiensis, Ae. pseudoscutellarisy@amae, Ae. scapularis, e Ae. vigilax
Mansonia Ma. pseudotitillanse Ma. uniformid; Coquillettidia Cg. juxtamansonija O
Culex quinquefasciatug® um vetor natural d&V. bancroftj tendo atingido na escala
evolutiva um alto grau adaptativo fisiolégico damta relacdo parasito-hospedeiro (LIMA
et al., 2003). Esse vetor tem sua presenca nal#icam varias partes do mundo,
principalmente nos tropicos e sua distribuicdo endBncia estdo fortemente influenciadas
pela presenca do homem (FORATTINI et al., 1993).Bxasil, este mosquito € altamente
difundido e se constitui o principal vetor da fitese bancroftiana. De acordo com Consoli;
Oliveira, (1994), os focos d&. bancroftiestdo relacionados com a existéncia e a densidade
populacional doCulex As fémeas dessa espécie sdo hematofagas, erafile
preferencialmente antropofilicas, o que justificmaumaior concentracdo desses mosquitos
nas areas urbanas onde se estabelecem aglomeuadasds e na Regido do Grande Recife,
a alta contingéncia desse vetor esta diretamelgeiorada a um somatorio de condicdes
climaticas e ambientais favoraveis a sua proli@wa¢OLIVEIRA, 1996). O processo
desordenado de urbanizacdo, precarias condicOésirssn ou mesmo a auséncia delas
(ALBUQUERQUE, 1993) séo fatores que associadospodicdo geogréfica e topogréafica
de nossa regido, propiciam a formacdo de criadopeossianentes e temporarios desse
mosquito pelo acumulo de aguas fluviais e pluvgésalmente enriquecidas organicamente.

A proximidade de criadouros no peridomicilio, beaomo as condi¢des
intradomiciliares como pouca luminosidade, elevada@dade e um grande numero de
individuos por moradia, contribuem para que haja peguena dispersdo do vetor e assim
intensifica a transmissdo da parasitose, reforcamdcarater focal da doenca filarial
(OLIVEIRA, 1996).
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Figura 3 - Culex quinquefasciatusprincipal vetor d
filariose bancroftiana no Brasil, em hematofagia.

1.5.-Manifestacdes clinicas

A filariose bancroftiana apresenta um amplo espeeim suas manifestacbes
clinicas. Essa diversificacdo pode estar assocsadigg outros fatores, ao estagio do parasita
no hospedeiro, ao numero de vermes adultos, acsadizacdo no sistema linfatico e a
resposta imunoldgica apresentada pelo individuasgado (SELKIRK et al.,1986). A
heterogeneidade de respostas a infeccédo € cordadensa forte caracteristica da doenca e
representa um complicador na analise de sua diaamak populacdes endémicas.

Os residentes de area endémica séo categorizadgsupos distintos de fenoétipos
clinicos. As formas clinicas e sua patogénese fatastritas por Ottesen et al., (1992) e
WORLD HEALTH ORGANIZATION, (1992) nas seguintes egbrias:

a. Microfilarémicos assintomaticos - Estes indiwdslu apresentam parasitemia
detectavel, porém néo apresentam manifestacfdsaslie podem permanecer assim por
anos. Casos de anormalidades renais (hematUri@so@pica) e ou proteindria podem ser
formas clinicas silenciosas em microfilarémicoggulls apresentam sintomas logo apés se
tornarem amicrofilarémicos.

b. Hipersensitivos a reacao parasitaria (Eosimofililmonar tropical — EPT) Patologia
menos comum e nem sempre relacionada a danoScasdOTTESEN, 1993). EPT tem
seu quadro clinico caracterizado por tosses natunsintomas de bronquite asmatiforme.
Individuos que apresentam EPT sdo geralmente ditdaoémicos e apresentam altos niveis
de eosinéfilos (> 3000/m¥) 1gG, 1gG4 e IgE. Associa-se a elevacdo das tales

imunoglobulina a morte de microfilarias nos pulmaesasionando uma grande liberacdo de



Miranda, J.C. Estudo da resposta infumeoral (IgG especifica) para antigenos de larvas..26

antigenos, causando processo inflamatorio e atétgioncopulmonar (NUTMAN, 1989).
Infeccdes como ascaridiase e estrongiloidiase,a@guo ciclo pulmonar, (Sindrome de
Loeffler) apresentam similaridade com este quatinico (ROCHAet al., 1995).

C. Crbnicos com sequelas da infeccao incluindediama, hidrocele e elefantiase. A
elefantiase representa a forma mais evidente défesi@gado cronica, sendo 0os membros
inferiores as partes do corpo mais atingidas. Erdesvido pelo acimulo de fluido de linfa
nos tecidos, danificando os vasos linfaticos. Angita evidéncia de elefantiase iminente
consiste na persisténcia do linfedema, o que aaaugeele infiltracéo fibrosa, desidratacéo e
aspereza. A formacdo de fissuras e Ulceras na gai@imente vistas em pacientes com
elefantiase, sdo resultantes das alteracdes nalaasuhcutanea e nos tecidos conjuntivos
fibrosos, adiposos e granulomatosos (BURRI et B996). Nessa situagcdo torna-se
altamente vulneravel o acesso de bactérias e fubgsas infeccdes secundarias agravam o
comprometimento da funcao linfatica provocando @piss de adenolinfangites causando
ou exacerbando modificagdes crbnicas obstrutivadinfaticos. Adenopatia, hidrocele (em
homens), quilocele, linfoescroto e quiluria sdoramitformas de manifestacfes cronicas
encontradas em portadores de filariose (Figuradb).

d. Inflamacéo linfatica aguda: Linfangites (inflagAa dos vasos linfaticos) e episédios
de adenolinfangites, acompanhada de dor e febeealfgente, individuos que apresentam
adenolinfangites sdo amicrofilarémicos) (Figura 5)

e. Endémicos normais (assintomaticos e amicrofilar@s): sdo grupos que a despeito
da longa e constante exposicéo a infeccdo, perrmanigsistentes a se tornarem portadores
de filariose linfatica. Esses individuos ndo apmnem® qualquer queixa compativel com a
sintomatologia apresentada pela doenca e séo vegaids testes diagnosticos, tanto por
meétodos para deteccédo de microfilarias quanto petisdos de alta sensibilidade como os
de captura de antigenos (OTTESEN, 1989; WEIL £1.8D6).

David Freedman em 1998, prop6s uma nova classificpara as formas clinicas
apresentadas pela filariose linféatica, consideratefasada as classificacbes baseadas na
presenca ou auséncia de microfilaremia ou patologimica evidente. A classificacédo
proposta distingue os residentes de area endémindilariose evidente, infeccdo ativa e
positivos em testes de captura de antigeno (amtigesitivo), dos individuos que tém
filariose evidente, sem infeccéo ativa e negaterostestes de captura de antigeno (antigeno
negativo). A filariose evidente é definida peloautomo quaisquer das manifestacdes
clinicas associadas com o espectro clinico conbetgdilariose: adenolinfangite, hidrocele

ou elefantiase. Essa proposta de classificacdo daevaconsideracdo as ferramentas de
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diagndstico baseadas em captura de antigeno citeu@VEIL et al., 1987; MORE;
COPEMAN, 1990).

Categorizar grupos residentes de area endémica eenmdadeiramente livres da
infeccdo exige uma acurada triagem por testesatmdstico com uma total fidelidade na
deteccdo parasitaria. A falta de critérios na diaasdo desse grupo pode considerar
erroneamente, possuidor, do que alguns autoresmieam “infeccao oculta” (KAZURA et
al., 1993; WEIL et al., 1996). Em trabalhos real@apor Dreyer et al., 1996; Nordes et al.,
1996; Simonsen; Niemann; Meyrowitsch, 1997; e Suretsal., 1997, é advertido que
muitos homens podem estar na fase pré-patentdatzdio tendo vermes adultos alojados
na regido escrotal, e estes sé serdo identificposvisualizacdo ao exame de ultra-
sonografia.

A frase expressada por Day; Gregory; Maizels, 1)99ue diz "se vocé olhar
cuidadosamente em qualquer populacao infectadag@&n@co normal € um individuo raro”
tem sido aceita por diversos outros autores queabusiesse grupo uma elucidagao para a
guestdo da imunidade protetora em residentes deeAd€mica de filariose linfatica.

Observa-se em alguns trabalhos que a prevaléa@adEmicos normais é altamente
variavel em diferentes areas geograficas. Em vaiems de Papua Nova Guiné a
intensidade de transmissdo é muito alta, resultaraajuase totalidade da populacdo
infectada, nessa situagdo, endémicos normais pedeaté inexistentes (KING, 2000). Por
outro lado, outros autores ja associam o desemaehtio da imunidade protetora a
intensidade de transmissao e a alta taxa de pickdeastor infectado (RAVINDRAN et al.,
2002).

As diferencas na expressdo da doenca sdo persetsicdém de acordo com a
localidade endémica, principalmente quanto as girseias cronicas da parasitose. Na
Africa, especialmente na Tanzania, existe uma mg@ievaléncia de casos de hidrocele
comparados a outras formas clinicas como linfedemi@fantiase (PARTONO, 1987). Em
outras areas do mundo, como na India, casos dechidre linfedema s&o vistos com a
mesma frequéncia. As sindromes de Eosinofilia Paémadropical (EPT) e quilaria, s6 sado
notificadas em algumas partes do mundo. O EPT wanfieqiéncia mais comum no
subcontinente indiano, no Brasil e na Malasia (KURKMSWAMI, 2000). A filariose
bancroftiana é definida como uma parasitose comdgiataxas de morbidade e com casos
raros de mortalidade, sendo afetados, principaknemdividuos com baixo poder
socioecondmico de todas as idades e de ambos @s XX, 2000). As infec¢des filariais

linfaticas podem ser adquiridas ainda na infaneias sinais e sintomas da doenca se
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tornarem evidentes somente apds anos, 0 que fazguemessa parasitose ainda seja
considerada enigmatica pelos estudiosos no assunto.
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() (b)
Figura 4 - Forma crbnica. Individuo apresentando hidroceleimosa bilateral (a); Linfedema bilateral com neddle
vegetativas (b). (Fotos originais do Dr. Abrahanthig Servigo de Referéncia Nacional em FilariosgAD®).

Figura 5 — Forma Aguda. Linfangite filarial, em membro infari A<
setas mostram o sentido e o trajeto descendenteagdo no quar
dia da evolucédo (Foto original do Dr. Abraham RocBarvicode
Referéncia Nacional em Filariose/CPgAM).
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1.6.-Imunidade protetora

Confirmar a hipdétese da existéncia da imunidadéefpora em filariose linfatica tem
sido objeto de interesse de pesquisadores, quarhusssa informacéo nas respostas imunes
humanas, expressadas por grupos residentes dera@aica. Acredita-se que a exposi¢ao
de individuos a larvas infectantes possa estinaulana imunidade protetora; contudo, ndo
existe ainda um claro entendimento que expligue uataral imunidade protetora nas
populacdes expostas a infeccdo filarial (BAILEY akt 1995). Trabalhos realizados em
diversas partes do mundo inclusive na india, Br&sibk Islands, Haiti, Indonésia, e Papua
Nova Guiné (ALMEIDA; FREEDMAN, 1999; KING, 2000; MZELS; LAWRENCE,
1991; NUTMAN, 2001), analisaram as respostas imupasa as varias fases de
desenvolvimento do parasita filarial no hospedewo.entanto, os resultados encontrados
sao considerados pelos proprios autores como ®@&sem concluirem, até o0 momento, a
que fatores esté associado a imunidade protetssas@opulacdes.

Em comunidades de areas de alta prevalénciafifaiidemonstrado que as taxas de
microfilaremia aumentam proporcionalmente com aensidade de transmisséo,
apresentando apés um periodo, uma moderacdo, ga@ada/elmente, pela imunidade da
populacdo (MICHAEL et al., 2001). Isto apdia a vis#e que a imunidade adquirida em
filariose humana pode ser induzida pela exposisgéodo significante em areas onde a
transmissao é alta (RAVINDRAN et al., 2002). Evidé@s epidemiologicas sugerem que a
prevaléncia de microfilaremia apresenta um picotemo dos 20 anos de idade, quando
entdo declina ou se estabiliza em grupos acimaa ddatle (VANAMAIL et al, 1989;
RAJAGOPALAN et al., 1989). Se a exposicao é retatiente constante ao longo da vida,
entdo o declinio da prevaléncia ou a diminuicaantEnsidade de infeccdo, em individuos
de faixa etaria mais elevada, pode indicar uma idaale adquirida contra larvas
infectantes. No entanto, ndo esta totalmente d@e a resposta imune protetora esteja
associada unicamente ao desenvolvimento da imumigatfjuirida em areas de alta
transmissdo. Em pesquisas realizadas em Papua®ioné, foram demonstradas respostas
de citocinas do tipo Th-2 significativamente magtds em uma area de alta transmissao
mas a mesma expressdo ndo foi observada em ardasadmansmissdo era considerada
baixa (KING, 2000).

Estudos comparativos obtidos através da reatividadenologica procuram
encontrar relacées entre o perfil imunologico, aéstalinico e infecgcdo em individuos com
linfedema/elefantiase e individuos assintomatiamsnésma area endémica (NUTMAN et
al.,, 1987; OTTESEN, 1992; KING et al.,, 1993; YAZDBNKHSH et al., 1995;



Miranda, J.C. Estudo da resposta infumeoral (IgG especifica) para antigenos de larvas..31

ALMEIDA et al., 1996, 1999; DIMOCK; EBERHARD; LAMME, 1996; MAHANTY et
al., 1996; STEEL; GUINEA; OTTESEN, 1996 e KURNIAWA al., 1998). Esses estudos
mostram que em microfilarémicos a resposta imunesapta niveis altos do tipo Th-2 para
antigenos filariais (MAIZELS; LAWRENCE, 1991). Poutro lado, portadores de forma
cronica com linfedema, os quais sao frequentemanterofilarémicos, sempre apresentam
alta atividade proliferativa de células T, baixdseis de interleucina (IL-10) e elevada
secrecao de citocinas pro-inflamatérias comoyiNIE2, granulocitos e macréfagos.

Almeida e colaboradores (1999), encontraram niveas altos de IL-4 em
individuos com linfedema do que em individuos nfi@®Emicos assintomaticos. Outros
estudos ndao acharam diferencas nos niveis de @odigIL-4 e IL-5 assim como também
no namero de linfocitos que secretam IL-4 entrgpasientes com linfedema e individuos
microfilarémicos assintomaticos (KING et al., 1998AHANTY et al., 1996). Baseado
nessas informacdes verifica-se que em microfilazémitanto em humanos quanto em
animais de experimentacao a resposta imune ddtigb € inibida enquanto a do tipo Th-2
parece ser estimulada. Os microfilarémicos produzerm grande quantidade de IL-4 e IL-5
(citocinas do tipo 2) e pequenas quantidades defénbny (citocinas do tipo 1) e essa
situacao é invertida em portadores da doenca pacfésica com elefantiase (Nutman et al.,
1987; Maizels e Lawence, 1991; Ottesen, 1992; Yazalkhsh et al., 1993; Dimock et al.,
1996; Mahanty et al., 1996). O perfil de citocimasstra-se ser influenciado nao sé pelo
estado clinico, mas também pela idade do individa@sitado (ALMEIDA et al., 1996;
SARTONO et al., 1997). Em microfilarémicos, a pro@io IL-4 é mais alta em individuos
jovens, decrescendo com o aumento da idade. Ciantemte, a producédo de interferpn
aumenta com idade em amicrofilaremicos, mas naonmeonofilarémicos, assim como
aumentam também os niveis de IL-5 para ambos @ogri{SARTONO et al., 1997). Essa
resposta antiinflamatoria e antiproliferativa par@tfluenciar na sobrevivéncia do parasito
assim como na protecdo quanto a destruicdo tecutuahospedeiro, que pode ocorrer
devido a uma resposta inflamatéria aguda (GILLAKEMANEY, 2005).

A presenca de populacdes T regulatérias tem sigdocesla com a infeccdo ativa
causada pelo parasito adulto e ou microfilariasi® @pncorda com o conceito de que essas
células sdo importantes na resposta da regulagéizeimas condi¢cdes da doenca crénica. A
complexidade desse trama imune regulatério sdo éeemplificados por estudos em
modelos murinos para outras infeccfes parasitafias.exemplo, em parasitoses como

leishmaniose e malaria, nas quais as células Tat®gias sdo requeridas para a persisténcia
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do baixo nivel parasitario, o que é essencial parenutencdo da imunidade (BELKAID et
al., 2002; HISAEDA et al., 2004).

1.6.1 Imunidade Humoral

Os anticorpos sao caracteristicamente induzidogneitos processos de infec¢des
parasitarias. As classes e subclasses de anticefijposespostas instrumentais porque cada
isotipo tem uma funcéo bioldgica distinta. Conhezeresposta humoral que o individuo
infectado desenvolve ao longo da parasitose poda ggande chance para esclarecer a
complexidade da infecgédo e, desta maneira, encambraos caminhos para o controle da
doenca (SEMNANI; NUTMAN, 2004). As infec¢cOes filais produzem uma resposta
humoral policlonal ativa com a producéo de antiosr@G, IgM e IgE (OTTESEN, 1984;
NUTMAN et al., 1987; NANDURI; KAZURA, 1989). Em miofilarémicos esses titulos
apresentam-se em niveis mais baixos comparadamnaostrados em portadores de formas
cronicas, enquanto que os individuos que desenwolaesindrome EPT expressam o0s
maiores titulos dessas imunoglobulinas (OTTESEN8919ADDISS et al., 1995;
OTTESEN, 1992; ESTAMBALE, et al.,, 1995). Anticorp@®ntra microfilarias estao
normalmente ausentes em microfilarémicos e em empetosin vitro os linfécitos isolados
de microfilarémicos ndo sédo capazes de produztapbs filaria-especificos.

A producéo dos isotipos de IgG diferem de acordo eomanifestacdo da doenca.
Em microfilarémicos, uma grande proporcao de Ig@siste em IgG4 (até 90%) e ha baixos
niveis de 1gG1, 1gG2 e IgG3. Por sua vez, os porexdde elefantiase apresentam titulos
mais baixos do anticorpo antifilarial 9G4 do que wmicrofilarémicos, e apresentam
freqientemente aumento nos niveis de 1gG2 e IgGBTABITO, 1985; HUSSAIN;
GROGL; OTTESEN, 1987; KWAN-LIM; FORSYTH, 1990; OTBEN, 1992; EGWANG
et al.,, 1993; KURNIAWAN et al., 1993; LAMMIE et al1993; MAIZELS; DENHAM,;
YAZDANBAKHSH et al., 1993; YAZDANBAKHSH et al., 198 ADDISS et al., 1995;
NICOLAS, et al.,, 1999). Esses estudos também cuafit que nos residentes de area
endémica, independentemente da fase clinica dadworte filariose linfatica, os niveis de
anticorpos para a maioria dos isotipos tendem anaés altos na faixa etaria mais jovem. E
provavel que a elevacdo dos niveis de 1gG2 e Ig@8ribuam para a patologia de
elefantiase, promovendo reacfes de hipersensitalidalular ou formacdo de complexos
imunes (MAIZELS et al., 1995).

Em portadores de patologia filarial crénica forambservados niveis

significativamente mais altos de complexos imunesqde em microfilarémicos ou em
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endémicos normais (PRASAD; REDDY; HARINATH, 1983k diferencas em isotipos de
IgG perfilam em grupos com manifestacdes diferediedilariose. Essa constatacéo foi
demonstrada em estudos de vérios paises incluindia:(HUSSAIN; GROGL; OTTESEN,
1987), Papua-Nova Guiné (KWAN-LIM; FORSYTH; MAIZELS1990), Gabéao
(EGWANG et al., 1993), Haiti (LAMMIE et al., 1993)alasia (RAHMAH et al., 1994),
llhas do Sul do Pacifico (CHANTEAU, et al., 199B95) e Tanzania (SIMONSEN et al.,
1996). Deve-se ressaltar que na maioria dos estelasticorpos filariais foram utilizados
antigenos brutos preparados de vermes adultBs malayiou deB. pahangi

Ao contrario do que se espera para vermes adldtoss infectantes representam
um importante alvo para o estudo da imunidade kmdse (HELMY et al., 2000). Animais
experimentais que foram imunizados com larvas s mostraram uma significante
imunidade ao serem desafiados pela infeccdo (YAHESAHI, 1985; WEIL et al., 1992).

A busca pelo alvo antigénico e mecanismo da imuaedan filariose animal séo areas de
intenso estudo. Animais vacinados produzem forespastas para superficie de L3 e
também para antigenos somaticos (YATES; HIGASH8519VEIL et al., 1992). Outros
estudos tém mostrado que a imunizacdo com antigkfosdos de L3 ou a transferéncia
passiva de anticorpos para L3 podem conferir s@amfe imunidade para filariose em
alguns modelos animais (HARTMANN et al., 1997).

A avaliacao das respostas de anticorpos a ex@ata@gnicos produzidos com larvas
infectantes d®. pahangi foi feita por Bailey et al., (1995) e Day; GregoMaizels, (1991)
em estudos com populacdes endémicas de filarioserdfaana. A forma evolutiva de
maior importancia para se entender as relac6esoldginas entre parasito e hospedeiro é a
de larvas de terceiro estadio. Elas representamnn@afcom que se dissemina a parasitose,
promovendo conseqientemente, o primeiro contate entparasito e o hospedeiro. No
entanto, pouco se conhece sobre suas caracterisiicigicas, antigénicas, e aspectos
moleculares e sobre a relagéo entre hospedeirgifmague se estabelece entre 0 homem
infectado e &V. bancrofti

A larva infectante pode ser considerada como ada@wolutiva mais vulneravel do
parasita no hospedeiro. Em curto espaco de tengowasofre bruscas mudancas de meio,
requerendo uma pronta adaptacdo ao ser deposivdda pele do hospedeiro apos ser
liberada pelo vetor e, em seguida, uma nova adaptagecessaria ao invadir 0 organismo
do hospedeiro, permeando, por seu tropismo caistiter através do tecido subcutéaneo
para 0 mais proximo dos vasos linfaticos. A laressui exigéncias bioldgicas para um
metabolismo rapido. Cresce em tamanho, atingindocac2000um e desenvolve seu

processo de muda dentro de aproximadamente 1Gagddra a proxima fase larvar (L4).
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Na falta de um modelo animal experimental p#abancrofti, a maioria das
informacdes sobre a agdo de larvas infectanteseami®spedeiros mamiferos, referem-se a
outras espécies de filarias coBanalayie B. pahangi

Muitos esforcos tém sido empenhados para o desémemto de novos métodos de
diagndsticos e possivelmente de vacinas com o iobjete detectar e eliminar W.
bancrofti O grande impedimento encontrado para uma maioréetia nos resultados
dessas pesquisas deve-se a falta de modelos gnéamdisra em primatas conyesbytis
cristatus existam alguns resultados de desenvolvimento Weioke (PALMIERI, et
al.,1982), ou de sistemas de cultura especiaissejaen capazes de manter o parasgito “
vitro” por determinado tempo. Apesar dessas dificuldadesdentificacdo de reacoes
cruzadas entre antigenos de nematdides tem sidlrad@ para desenvolver testes
sorologicos para estudos epidemiologicos como temisra o isolamento e caracterizacao
de antigenos recombinantes (BURKOT; KWAN-LIM; MAIES, 1996).

A caracterizacdo de antigenos de L3 é particulatienienportante, desde que esta é a
fase infecciosa para humanos. Alguns estudos ejotiEritos de corte transversal tém
sugerido que a resisténcia adquirida por algundeetes de area endémica nao esta dirigida
ao verme adulto e sim, provavelmente, ao estadertemte (DAY et al., 1990; DAY;
GREGORY; MAIZELS, 1991). No objetivo de desenvolemto de uma potencial vacina, a
identificacdo de antigenos de larvas infectantgseads-especifico devera contribuir
sensivelmente tanto para aplicacdes epidemioldgopaanto para definir a exposicdo de
populacdes as picadas de mosquitos infectados. Alé&wo, poder-se-ia identificar
mosquitos infectados com a larva, através de reag@e anticorpo monoclonal espécie-
especifico (MADb) por imunoensaios dirigidos cortéia antigenos.

Um grupo de especial interesse para o estudo daidade protetora tem sido
reservado aos “endémicos normais”. Como descriteriarmente, essa denominacéo tem
sido atribuida aos individuos residentes em ardéreita, portanto, exposto a infecgéo, que
nao apresentam microfilaremia, antigenemia cir¢elamu qualquer outra sintomatologia da
filariose linfatica.

Em nosso trabalho objetivamos verificar atravéardeestudo do tipo caso—controle,
(que por definicdo trata-se de um estudo epidegimdono qual se busca aferir uma
associacdo entre um determinado fator de risco rotegio e a ocorréncia de uma
determinada doenca, em grupos selecionados a ganiresenca ou auséncia da doenca em
questdo) quais as diferencas no perfil de recomfeeto humoral entre grupos de
microfilarémicos e endémicos normais de uma recudhearea endémica para filariose

bancroftiana no Municipio de Olinda-PE. Tivemos ocobase para o estudo um prévio
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inquérito epidemioldgico realizado na area, ondevéoificada a prevaléncia da doenca e a
localizacdo dos sujeitos para formacao dos gruposstido. Desta maneira, ao término do
trabalho, esperamos contribuir na demonstracaongartancia dos antigenos parasitarios
na inducao de protecao, apontando proteinas dacsigap de extratos de larvas infectantes
gue possam ser consideradas imunologicamente nédsva que possam gerar investigagoes
posteriores mais aprofundadas na caracterizagca@sendolvimento de novos testes
diagnosticos ou mesmo vislumbrar a possibilidadead@as.



Miranda, J.C. Estudo da resposta infumeoral (IgG especifica) para antigenos de larvas..36

2. OBJETIVOS:

2.1 Geral:

Estudar o perfil da resposta imune humoral especifiara antigenos de larva
infectante (L3) déNuchereria bancroftem individuos residentes em area endémica livres

da infeccéo e de portadores da doenca filarial.

2.2 Especificos:

« Comparar a frequéncia de reconhecimento imunolodig& especifica) de bandas
protéicas do extrato de larvas infectantes e bancroftj entre portadores e nao

portadores da doenca filarial.

» Verificar a associa¢do entre variaveis idade e ,se®@m a resposta de anticorpos a

antigenos de larvas infectantes.

» Verificar a resposta imune humoral dos individuosiénicos normais as proteinas
secretorias e excretoérias de larvas infectant&¥.deancrofticomo um fator de protecéo

a doenca filarial.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Desenho do estudo:

Estudo do tipo caso-controle.

3.2 Area de estudo

O estudo foi realizado no Municipio de Olinda-PE ema area que apresentou a
maior agregacao espacial de casos de microfilareseiaacordo com os resultados de um
estudo de prevaléncia realizado no periodo de a29W0 (BRAGA et al., 2001) (Figura 6).
Nessa area, situada na intersecdo dos bairros dasAgompridas, Alto da Conquista e
Sapucaia e que corresponde a 4 setores censitd8bs179, 173 e 178), realizou-se, em
2000, um segundo inquérito porta a porta, no qoenfi cadastrados 972 domicilios e

examinados 5259 moradores, tendo-se identificadq@%) individuos microfilarémicos.

Populagdo:361.323(IBGE, 2001) 55
Area: 40.83 Km N Tl . .
Densidade Populacional8553 hab/Krh i B setores de maior endemicidade

NUmero de Setores Censitarios242 de f|Iar|ose pancrofnana onde a
nesatuisa foi realizad

Figura 6 - Mapa do Municipio de Olinda-PE com divisdo por segsa@ensitarios (IBGE)
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3.3 Populacgao de estudo

Foram alvo do presente estudo individuos que pzatiem do inquérito porta a

porta, de ambos os sexos, com idade a partir des a

3.3.1 Conscientiza¢gdo da Comunidade

Foram realizadas visitas aos domicilios seleciosagloproferidas palestras nos
Centros Comunitarios nos horarios diurno e notur@s participantes obtiveram
esclarecimentos sobre a doencga, formas de trar@missonhecimento de focos do vetor,
tratamento e sobre a importancia da pesquisa aeafizada. Profissionais da Saude e
Agentes Comunitarios de Saude (ACS) da Prefeiter®lihda colaboraram na forma da

divulgacao e nas apresentacdes dos eventos.

Figura 7 - Vista panoramica do Bairro de Aguas Compridas, d@HRE (area endémica
de filariose bancroftiana). Foto original de Sérgantos.
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3.4 Selecéo dos individuos e formacao dos grupossiedo

Foi estudada uma amostra por conveniéncia dos dmrinos quais se identificou
individuos microfilarémicos identificados no inqg@iporta a porta. O ponto de partida para
formacdo dos grupos foi a identificacdo de indieillivres de infeccdo que residiam no

mesmo domicilio no qual se identificou um ou maisos de microfilaremia.

3.4.1 Defini¢éo de caso:

. Individuo negativo pelos testes da gota espedsacfio através de membrana de

policarbonato e pelo teste de captura de antigegd@3), que more na mesma residéncia
de pelo menos um portador de microfilaremia, que pdssua antecedentes de doenca

filarial e sem manifestacdes clinicas da doencali@ao clinica através da anamnese);
3.4.2 Definicao de controle:

. Individuos positivo pelos testes da GE ou filtragi® membrana de policarbonato

ou pelo teste de captura de antigeno (Og4C3);

3.5 Variavel de exposicao principal:

Nivel de andlise Definicdo operacional Categorizacdo

Reconhecimento humoral Banda protéica evidenciaddReconhece
das proteinas da apos reacao pelo cromogendao reconhece
composicao do AgSE (técnica doWestern blgt
tendo como referéncia o
padréo de pesos moleculares
em kilodaltons.

3.5.1 Co-variaveis de estudo:

Nivel de anélise Definicdo operacional Categorizacao
Individual
Sexo Sexo do entrevistado Masculino
Feminino
5a12 anos
Idade Idade em anos 13 a 19 anos
> 20 anos
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3.6 Testes de Diagnostico Empregados

» Gota espessa mensurada (GE)

A confeccdo da GE é realizada por perfuracdo deridade digital com lanceta
descartavel e puncionados cerca deub@de sangue. A gota de sangue é distribuida em
lamina de vidro devidamente identificada, deixadaas e organizada em caixas para
processamento em laboratério.

Em laboratério as laminas passaram pelos processadesemoglobinizacdo por
imersdo em agua, fixacdo por metanol e colorackohgenatoxilina (método de Carazzi). A
analise hemoscopica foi feita por observacdo enmosiépio 6ptico com lentes objetivas e
oculares correspondente a um aumento 100 vezescBatrole de qualidade 20% do total
de laminas foram submetidas a uma segunda leitaranitroscopio por um outro
observador. Foram consideradas positivas as laroimdes uma ou mais microfilarias foram
identificadas. Os individuos identificados posifivpor esta técnica integram o grupo de
portadores de microfilaremia.

Figura 8 — Forma embrionaria dg/uchereria bancroi
(microfilaria). Corada com hematoxilina pelo métodk
Carrazi.
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* Filtracao

A técnica de filtracdo consiste na passagem dgusalcom anti-coagulante por
membrana de policarbonato copn3de poro. Os filtros foram fixados em metanol adois
por hematoxilina e observados em microscopio Optiom lentes objetivas e oculares
correspondente a um aumento del00 vezes e obedesesnanesmos critérios de controle
de qualidade utilizado para GE. Este teste foizatilo nos casos duvidosos de GE e em
individuos portadores de alta parasitemia. Foransiderados positivos os filtros onde uma

ou mais microfilarias foram identificadas.

Figura 9 — a) Técnica de filtracdo de sangue através de
membrana de policarbonato b) Membrana corada por
hematoxilina
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» Teste de captura de antigeno

Teste que utiliza o anticorpo monoclonal Og4C3 offAg W. bancrofti
comercializado pela JCU Tropical Biotechonology .Pityd., Townsville, Queensland,
Australia) pelo método ELISA. Aliquotas de sorogaas por processo de conjugacdo e
adicdo de um cromdogeno que promove intensidaderdeoaforme a concentracao protéica
das amostras. Foram consideradas positivas asmateie densidade Optica (DO) superior ao

valor de cut-off estabelecido pelo fabricante d¢kiguras 9 e 10).

Figura 10 - Placa de ELISA apresentando a reacdo imunoqt
dos soros com o anticorpo monoclonal Og4C3.

Figura 11 — Kit do Og4C3 - (Trop-AgN. bancrofticomercializado pela JCU Tropical Biotechonol
Pty. Ltd., Townsville, Queensland, Australia).
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3.7 Forma esquematica da formacdo dos grupos deudsst(portadores de filariose

linfatica bancroftiana e endémicos normais)

Inquérito porta a porta

e 317 individuos positivos
263 residéncias

Selecdo dos domicilios para
estudo, identificacdo e visita ¢
residénaas dos
microfilarémicos.

Realizacéo de exami
diagnosticos (GE, Filtracédo
0Og4C3) em voluntarios di
mesma residéncia d
microfilarémicos.

Triagem das amostras para
formagéo de grupos para o caso
controle.

~ CASOS CONTROLES:
(ENDEMICOS NORMAIS) (MICROFILAREMICOS)
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3.8 Coleta de Dados

As amostras de sangue da populacdo investigadanfaoletadas nos locais
estabelecidos (residéncias e postos de saudeypipedécnica devidamente habilitada para
os procedimentos. As coletas de sangue destina@d&s @u filtracdo foram realizadas em

horario noturno, de 21 as 24h.

3.9 Tratamento dos Pacientes

Os individuos diagnosticados positivos para filsei bancroftiana, foram avaliados
clinicamente pelo médico responsavel, colaboradoprmjeto de pesquisa, tratados com
DEC 50mg (Farmanguinhos, FIOCRUZ-MS) na dose piieeda pela OMS de 6mg/kg/dia,
durante 12 dias e encaminhados ao posto de salmerdmidade para acompanhamento do

tratamento.

3.10 Obtencéo de Larvas Infectantes em Laboratorio

Foram utilizados mosquito8x. quinquefasciatugmeas, linhagem de laboratorio
mantidos em insetério, originarios de populacOesiras de areas urbanas do Recife,
fornecidos pelo Departamento de Entomologia (CPJAMERUZ).

Para infeccdo dos mosquitos utilizamos alimentslartificiais, conforme técnica
padronizada por Albuquerque; Neves; WerkhduseB2)L@igura 11). As larvas infectantes

foram extraidas por dissec¢do macica de mosqaipds, o 15° dia do repasto sangiineo.

Figura 12 —Alimentacéo artificial sanguinea dos mosqt
Cx.quinquefasciatugara infecc¢éo filarial.
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3.11 Producgao dos Extratos Antigénicos

3.11.1 Extrato de produtos secretoérios e excretdrias larvagAgSE)

As larvas infectantes recuperadas, apés dissedgdomosquitos, passaram por
diversas imersdes em tampédo PBS 0,01M pH 7,2. kadavivas, integras e consideradas
habeis foram incubadas em meio Hanks pH 7,2 (Biat@éker) ao qual foram adicionados
inibidores de protease (TLCK 1mM; PMSF 1mM; e EDIAM) em estufa de cultura com
5% CQa 37°C por 72 horas, para liberagdo de metabgétdgyenos secretdrio/excretério).
Por centrifugacédo a 5,000g por 10 minutos, as $arfaram separadas e o sobrenadante
filtrado em membrana estéril de 0,2 de poro e dializado contra tampé&o PBS 0,01M pH
7,2 em membrana (Spectra/Por Membrane MWCO: 6-8.80camara fria (4°C) durante
12 horas. O material obtido foi liofilizado e malatia -20°C até o momento do uso.

3.11.2 Dosagem de proteinas

O extrato do produto secretério e excretério (Ag3&) dosado pelo método
proposto por SMITH et al., (1985) também conheg@dp método do acido bicinchoninico
(BCA 4,4'-dicarboxi-2,2'- biquinolina). Esse métos® baseia na reacéo de cobre (Il) com
proteinas, em meio alcalino, produzindo cobre ({prenando um complexo com o BCA,
que absorve fortemente na regido de 560 nm. Estedmdoi adaptado para reacdes em
microplacas e as leituras realizadas em espetiiéiro (BIO-RAD Model 3550
Microplate Reader) com o auxilio do programa Mitatgp Managdrn 4.0 Bio-Rad
Laboratories, Inc. Standard Curve.

A curva padrdo utilizada nas dosagens foi consara@n BSA (proteina albumina

bovina) (SIGMA) na variacdo de concentracao pratdie 125g/ml a 100Qug/ml.
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3.12 Reacgdes Imunoquimicas

3.12.1 Técnica de Western-blot

Os ensaios de eletroforese e eletrotransferéncaanfoealizados de acordo com o0s
métodos de LAEMMILI, (1970) e TOWBIN; STAEHELIN; GRDON, (1979)
respectivamente, adaptados por HARLOW; LANE, (198B)IRANDA et al.,. 2005

3.12.2 Eletroforese

Para separacdo das bandas protéicas, o extragéracd AgSE foi submetido a
eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE inméthsional.

As amostras foram diluidas em tampao amostraomercaptoetanol na propor¢ao
de 2:1, sendo previamente aquecidas a 95°C par oimtutos antes da aplicacéo no gel. A
concentracdo do gel de poliacrilamida foi de 4%aparfase de concentra¢&tacking e
10% para a fase de resolugéo. As eletroforesesifiralizadas com tampéao de corrida Tris-
glicina pH 8,6, em cuba de acrilico modelo minitpam Il (BIORAD), sob uma corrente
continua de 20 mA/gel. Em todas as separacOesofelgtticas, foram corridas
paralelamente marcadores de padrdes de peso nawlediliidos com 0 mesmo tampéao
amostra.

Apos as separacOes das proteinas os géis fortotralesferidos para membranas de
nitrocelulose (Nitrato de celulose O#B), e incubados com os grupos de soros do estudo a
uma corrente de 150 mA, as membranas (em tiraginfétevadas em PBS-Tween 0,05% e
incubadas por 18 horas com o0s soros humanos (poiraeiicorpo) na diluicdo de 1:20 em
PBS 0,01M pH 7,2. Como segundo anticorpo foi wdiz soro de cabra a-IgG humano
conjugado com peroxidase cadgiaespecifica (SIGMA) e reveladas por solucédo de 4-
Cloronaftol (SIGMA).

As amostras de soros foram organizadas na fornfpatd” juntando-se trés soros
contendo as mesmas caracteristicas de sexo, f@ka e grupo clinico (portadores de
filariose bancroftiana ou endémicos normais). Rada “pool” de soros foram realizadas

reacOes em triplicata.
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3.13 Anélise estatistica

Realizou-se uma analise descritiva da prevalédaifilariose (microfilaremia) por
idade e sexo na populacéo de estudo. Estimarameskla ratioe 0s respectivos intervalos
de 95% na busca de associacdes entre o reconhézimenoral das proteinas nos estratos
etarios e por sexo. Para tanto foi utilizando tet€i-Quadrado de Pearson com corre¢céo
de continuidade de Yates. Procedeu-se uma analidtvamiada por meio da regressao
logistica utilizando os métodos ENTER e BACKWARDnu técnicas de selecdo das
variaveis.

O Software EPI INFO versao 6.04 foi utilizado parariacdo do banco de dados,
analise descritiva e associacdes. Na analise ranfitla foi utilizado o software SPSS

versao 8.0 for Windows.

3.14 Consideracdes Eticas

O projeto de tese para a realizacdo deste traballeoa aprovacao pelo Comité de
Etica em Pesquisa (CEP) do Centro de PesquisasuAdggalhdes/FIOCRUZ (Anexo I).
Em acato as sugestdes recebidas durante a qugdicko projeto, houve modificacdo no
titulo da tese e ndo na esséncia metodologic&ylo tjue consta nos TCLEs esta de acordo
com o apresentado ao CEP/CPgAM.

Todas as coletas de sangue foram realizadas entneos de 2000 e 2002 conforme
o cronograma do projeto, em voluntarios, moradaeesarea endémica, que concordaram e
assinaram o TCLE. O termo esclarece aos parti@paat natureza e os procedimentos da
pesquisa a ser realizada. Foi também informadoohmtario que 0s riscos que a pesquisa
oferece s@o os inerentes aos procedimentos de umgi@ venosa. A participacdo de

menores de idade so6 foi permitida apos autorizeQdgais ou responsavel.
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4. RESULTADOS
4.1 Perfil da amostra
4.1.1 Construcdo dos grupos de estudo para verggzado reconhecimento humoral.

A amostra foi constituida por 325 individuos, dpsais 177 (54,5%) do sexo
feminino e 148 (45,5%) do sexo masculino (tabelaAljlistribuicdo com relacdo a faixa
etaria foi de 33,2% de adolescentes (13 a 19 aBbg)% de criancas (5 a 12 anos) e 35,4%

de adultos (20 anos e mais) (tabela 2).

Tabela 1 Distribui¢cdo dos individuos pesquisados segunsiexo.

Sexo N %
Masculino 148 45,5
Feminino 177 54,5
Total 325 100,00

Tabela 2 Distribuicdo dos individuos pesquisados segunfdixa etaria

Faixa etaria (em anos) N %
5al2 102 31,4
13a19 108 33,2
20 e mais 125 35,4
Total 325 100,0

As amostras apresentaram uma distribuicdo sentellikam relagéo ao sexo e faixa
etaria. Ndo houve diferenca significativa quandongarados os quantitativos do sexo

masculino e feminino (Tabela 3).
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Tabela 3 Distribuicdo dos individuos pesquisados seguedo por faixa etéria.

Sexo
Faixa etaria Masculino Feminino Total
N % N %
5a1l2 50 33,8 52 29,4 102
13a19 50 33,8 58 32,8 108
20 e mais 48 32,4 67 37,9 45
Total 148 100,0 177 100,0 325

x*=1,19 p=0,550

O estudo foi composto por dois grupos de comparalstribuidos em portadores de
filariose bancroftiana contendo 195 individuosue gorresponde a 60% dos pesquisados, e
pelo grupo dos endémicos normais com 130 individeigsira 13).

Endémicos Normais
40% (n=130)

Portadores de filariose
bancroftiana
60% (n=195)

Figura 13 - Distribuicdo dos individuos pesquisados por grugmsstudo.

Dos 195 soros da composicdo do grupo de portaddeedilariose linfatica
bancroftiana, 86 foram identificados pelo métodal@dgndstico da GE, 17 pelo método de
filtracdo através de membrana, teste que foi atlizem casos de resultado duvidoso em
GE e 92 pelo teste de captura de antigeno Og4C3. 1B soros de individuos
diagnosticados negativos pelo teste da GE, 78 ¥)2se mostraram positivos ao serem
submetidos ao teste imunoenzimatico Og4C3. Esse t@sntificou o maior numero de

portadores de filariose bancroftiana.

A densidade parasitaria encontrada nos exames Hlavddou entre 1 e 437
microfilarias por 6Ql de sangue.
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Tabela 4 Distribuicdo dos individuos pesquisados segungltsidade de microfilaria e

faixa etaria.
. . Densidade de Microfilarias
Faixa etaria 1a59 60 a 119 Acima de 120  Total
N % N % N % N %
5al2 15 18,5 00 0,0 00 0,0 15 18,1
13a 19 21 26,0 01 50,0 00 0,0 22 26,5
20 e mais 45 55,5 01 50,0 03 100,0 49 55,4
Total 81 (94,2) 02 (2,4 03 (3,6) 86 100,0
x? = N&o se aplica
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Figura 14. Disperséo das densidades de microfilarias no s
segundo a idade.

De acordo com a figura 14, ndo houve um compoméneear na relacdo entre a
idade do paciente e densidade de microfilaria nga Dos 86 individuos que realizaram o
teste da gota espessa, 94,2% tem densidade aleat® mhicrofilarias por Gd de sangue,
2,4% de 60 a 119 e 3,6% acima de 120 microfilarias.
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N&o houve associacao significativa quando relacloa os grupos pesquisados com
0 sexo e faixa etaria, 0 que mostrou uma semelltistigbouicdo dos grupos de portadores

de filariose bancroftiana e endémicos normais quargssas variaveis (Tabela 5).

Tabela 5 Distribuicdo dos grupos estudados segundo séigaeetaria.

Grupos
. Portadores de filariose Endémicos normais
Variavel bancroftiana x>  p-valor
n % n %

Sexo 1,987 0,159

Masculino 95 48,7 53 40,8

Feminino 100 51,3 77 59,2
Faixa etaria 4,37 0,112

5al2 53 27,2 49 37,7

13a19 71 36,4 37 28,5

20 e mais 71 36,4 44 33,8

Total 195 100,0 130 100,0

Tabela 6 Distribuicdo dos individuos pesquisados nos gsuge estudo segundo setor

censitario de residéncia. Municipio de Olinda, 2002

Setor - EStUdO
Portadores de filariose A . Total
g . Endémicos normais
Censitario bancroftiana
N % N % N %

158 43 75,4 14 24,6 57 17,5
173 34 82,9 07 17,1 41 12,6
179 40 54,1 34 25,9 74 22,8
181 78 51,0 75 49,0 153 47,1

Total 195 60,0 130 40,0 325 100,0

O maior numero de participantes do estudo para ambgrupos foram oriundos do
setor censitario 181. Observa-se que dentre osese&mvolvidos no estudo o setor 173
apresentou o maior percentual de casos de filabaseroftiana.
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4.2 Extrato secretorio e excretorio (AgSE) - PERFRROTEICO

As bandas protéicas evidenciadas por separaciofetética apresentaram peso
molecular relativo de 200, 175, 138, 105, 100,55,49, 42, 39, 38 32, 28 e 14 kDa (Figura
15).

AgSE
Peso Molecular
Padréio |||||
MG ey 00—
175 N
v
PrSa— L00
T
40 1
olh 5 —
#2 .
345
289 ] 4
— 32
0.6 32
| ——— 23
el 14
—
kDa KDa
(@) (b)

Figura 15 — Perfil protéico representativo do extrato de laruafectantes (L3) d&V. bancrofti. Corrida
eletroforética realizada em gel de poliacrilamidalimensional a 10%. (a) Peso molecular padraosimeoQ3-
galactose, BSA, ovoalbumina, anidrase carbdnicmziina, aprotinina (Bio-Rad's SDS-PAGHolecular

weight standardscom revelagdo pelo commassie blue; (b) AgSE @relacao pelo método da prata.
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4.3 Reconhecimento humoral das bandas protéicas

80 - O Portadores de filariose bancroftiana
W Endémicos normais

715

N
[}
©

70

60 -

52,3
53,8
30,8
41,5

28,2

9,2

200 175 138* 105 100* 76* 55* 49* 42* 39* 38* 32* 28* 14*

kDa
* Diferenca estatisticamente significativa (p <%),0

Figura - 16. Percentuais de reconhecimento humoral das pasteie larvas infectantes @ bancroftipelo:

grupos estudados.

Na comparacao entre as propor¢des de reconheciastproteinas da composi¢ao
do extrato de larva L3 entre os grupos estudadtal (la amostra), apenas as proteinas 175
e 105 nao diferiram significativamente. Nos indiidd portadores de filariose bancroftiana
ndo houve o reconhecimento da proteina de 175 kbDa grupo de endémicos normais
apenas um soro foi reconhecido (0,8%). Na protéénd05 kDa a proporcéo foi de 22,1% e
29,2%. Em todas as outras, os niveis de reconhetndes individuos endémicos normais
foram superiores aos dos portadores de filarioserbétiana. Nos endémicos normais as
proteinas que apresentaram percentual de recordgr@oiracima dos 50% foram as bandas
de 49, 55, 100 e 200 kDa. No grupo de portadores$ilaigose bancroftiana nenhuma
proteina teve reconhecimento superior a 50%, e, ldasandas, 9 (64,3%) tiveram
reconhecimento menor que 10%. As que apresentaean percentual de reconhecimento,
em ambos os grupos, foram as bandas de 49 e 55\kDaroteina de 200 kDa, observa-se
uma grande diferenca entre os grupos, em que 5@¢3%ndémicos normais a reconhecem

contra apenas 4,1% dos portadores de filarioserbitiaca (Figura 16).
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4.3.1 Estratificacdo por sexo

Tabela 7. Relacédo do reconhecimento de bandas protéicas galpos estudados segundo

sexo.
Grupos
Proteinas Portadores de filariose Endémicos normais
bancroftiana x>  p-valor
N % N %
Masculino
200 04 4,2 24 45,3 37,4  0,000*
175 - - 01 1,9 0,88 0,707
138 07 7,4 08 15,1 1,46 0,227
105 10 10,5 13 24,5 4,07  0,044*
100 25 24,2 31 58,5 15,8  0,000*
76 12 12,6 14 26,4 3,56 0,059
55 38 40,0 35 66,0 8,21  0,004*
49 42 44,2 34 64,2 4,64 0,031*
42 08 8,4 10 18,9 2,56 0,109
39 09 9,5 12 22,6 3,82 0,051
38 03 3,2 13 24,5 13,97 0,000*
32 11 11,6 19 35,8 10,9  0,001*
28 01 1,1 08 15,1 9,41  0,002*
14 03 3,2 10 18,9 8,61  0,003*
Feminino
200 04 4,0 44 57,1 59,5 0,000*
175 = - . - - -
138 - - 18 23,4 23,5 0,000*
105 33 33,0 25 32,5 0,06 0,940
100 32 32,0 39 50,6 554 0,019*
76 06 6,0 26 33,8 20,8  0,000*
55 43 43,0 58 73,5 7,25  0,000*
49 38 38,0 56 72,7 19,6  0,000*
42 11 11,0 25 32,5 11,08 0,000*
39 08 8,0 23 29,9 12,9  0,000*
38 07 7,0 25 32,5 17,37  0,000*
32 16 16,0 21 27,3 2,69 0,101
28 07 7,0 22 28,6 13,24  0,000*
14 07 7,0 31 40,3 26,6  0,000*

* Associacao estatisticamente significativa
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Figura - 17. Proporcéo de reconhecimento de proteinas de@xula larvas infectantes Wauchereria
bancroft em homens, segundo os grupos de compar

Com relacdo ao sexo (figuras 17, 18 e tabela Peréil de reconhecimento foi
semelhante ao total da amostra, apresentando rdjeyesignificativas nos homens nas
proteinas 14, 28, 32, 38, 49, 55, 100, 105 e 208 &kDas mulheres apenas as proteinas de
32, 105 e 138 kDa nédo apresentaram diferenca isigtiva entre os grupos testados.
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Figura 18. Proporgdo de reconhecimento de proteinas de extds larvas infectantes d&uchereri
bancroftiem mulheres, segundo os grupos de comparacao.
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*Diferenca estatisticamente significativa

Figura 19 - Propor¢do de reconhecimento das bandas protémsasndividuos portadores de filari

bancroftiana segundo o sexo.
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No grupo dos portadores de filariose bancroftigfgura 19) as proteinas de 105 e
138 kDa apresentaram diferenca significativa nombecimento. Na banda de 105 kDA o
percentual de reconhecimento nas mulheres foi ée 83os homens 10,5%. Na na banda
del38kDa nenhuma das mulheres a reconheceu engerani soros masculinos (7,4%)
houve reconhecimento. No grupo de endémicos norfiR@jara 20), somente na proteina de
14kDa houve uma diferenca estatisticamente sigiia com um percentual de
reconhecimento maior no sexo feminino. Tanto nopgrule portadores de filariose
bancroftiana quanto no grupo de endémicos norrhaipredominancia de reconhecimento
no sexo feminino, dado que nos endémicos normaisldaéandas estudadas, 11 possuem
maior valor percentual de reconhecimento (78,6%3% pbrtadores de filariose bancroftiana
0S maiores valores aparecem em apenas 8 das ldstraednhecidas (57,7%).
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200 175 138 105 100 76 55 38 32 28 14*
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* Diferenca estatisticamente significativa

Figura 20. Propor¢céo de reconhecimento das bandas protéesamdividuos endémicos normais segun
sexo.
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4.3.2 Estratificacao por faixa etaria

Nos individuos portadores de filariose, a faixariatacima dos 20 anos destaca-se
com maior percentual de reconhecimento nas bamdésiqas de 38, 39, 49, 55 e 200 kDa,
porém em nenhuma delas a diferenca foi signifieafiigura 21). Na faixa de 5 a 12 anos
nado houve reconhecimento das proteinas de 200, 13&, 38 e 28 kDa e as que
apresentaram maior prevaléncia foram as de 4%6e&kBa, com equivaléncia com a faixa de
adultos. A faixa etaria de 13 e 19 anos se mostrais prevalente nas proteinas 100 e 105
kDa, e ndo reconheceu as proteinas de 175 e 38 kDa.
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200 | 175 | 138 | 105 | 100 76 55 49 42 39 38 32 28 14

W De5al2 0,0 0,0 00 | 11,3 | 26,4 | 11,3 | 358 | 34,0 | 170 | 57 0,0 9,4 0,0 3,8
mDel3al9| 28 0,0 28 | 282|324 | 56 | 40,8 | 423 | 56 7,0 0,0 | 155 | 56 5,6
O 20 e mais 8,5 0,0 70 | 239|254 | 11,3 | 46,5 | 451 | 85 | 12,7 | 14,1 | 155 | 56 5,6

kDa

Figura 21 - Propor¢éo de reconhecimento de proteinas dadamfectantes dé/uchereria bancrof

nos individuos portadores de filariose bancroftisegundo faixa etéaria.

No grupo de endémicos normais, nota-se a existédei um reconhecimento
crescente em relacdo as faixas etarias mais vedRasto nas proteinas de 42 e 39 kDa.
Houve diferencas significativas nas proteinas dg 288, 105, 76, 55, 32, 28 e 14 kDa.
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m20emais | 864 | 2,3 | 386|432 |61,4|409 |841 |773|250|273|364| 341|364 523
Figura 22 - Proporgdo de reconhecimento nos individuos end&mcomais das proteir

pesquisadas por faixa etaria.

No estrato dos individuos entre 5 e 12 anos, pagyde endémicos normais obteve o

maior percentual de reconhecimento em todas asabapibtéicas. As mais prevalentes

(acima de 50%) foram as 55 e 49kDa. Comparandoagnupo de portadores de filariose

bancroftiana o padrdo de reconhecimento é semelhantbora, em menores proporcdes

para todas as bandas protéicas.
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Figura 23 - Proporcéo de reconhecimento das proteinas de@xkealarvas infectantes §®. bancroft

pelo grupo etario de 5 a 12 anos, por grupo delestu

Relacionando os individuos entre 13 e 19 anos, ahast as bandas protéicas
estudadas, o grupo de endémicos normais tem peatedé¢ reconhecimento maior e
significativo. Nesta faixa etaria ha reconhecimerdoima dos 50% das proteinas de 200,
100, 49 e 55 kDa. O padrdao de reconhecimento déatee os grupos, destacando-se as
proteinas de 105, 100, 55 e 49 kDa entre os podadie filariose bancroftiana. A maior
diferenca de reconhecimento observada entre oogrdipi em relacdo a proteina de 200
kDa (figura 25).
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Figura 24 - Proporgédo de reconhecimento das proteinas de@gidarvas infectantes #éuchereria
bancroftipelo grupo etario de 13 a 19 anos, por grupo tlgles

Na faixa acima dos 20 anos, observa-se um commpent® semelhante entre as
outras faixas, tendo destaque a proteina de 20(hkRAEupo dos endémicos normais, assim
como as de 49 e 55 kDa (Figura 25).



Miranda, J.C.
100 -

<

1 8

%

200

Estudo da resposta infumeoral (IgG especifica) para antigenos de larvas..62

46,5

84,1

138 105 100 76  55*
kDa

™
N~
N~

49*

O Portadores de filariose
bancroftiana

W Endémicos normais

32 28 14

Figura 25 - Proporcao de reconhecimento das proteinas dat@xde larvas infectantes d&uchererii

bancroftipelo grupo etario acima de 20 anos, por grupctiele.
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4.4 Regressao logistica

Aplicando a regressédo logistica no ajuste dasceggi®es das proteinas com o0s
grupos de portadores de filariose bancroftiana erd#Emicos normais e considerando a
idade e 0 sexo como variaveis pertencentes ao moaleervou-se que a proteina de 200
kDa se mostrou a mais forte associada aos gruposrdparacao, seguida pela proteina de
138 kDa. Houve significancia estatistica nas pnaetede 76, 38, 28 e 14 kDa. (Tabela 8)

Tabela 8 Regressao logistica com o método “ENTER” da aaséo do reconhecimento

protéico pelos grupos de estudo ajustadas poreséaima etéria.

Proteinas em kDa Odds Ratio IC(95%) p-valor
200 55,46 15,57 — 197,43 0,0000*
175 - - -

138 12,81 2,36 — 69,5 0,0031*
105 1,33 0,5189 — 3,4157 0,5517
100 1,50 0,6955 — 3,2711 0,2981
76 3,68 1,2893 - 10,5201 0,0149*
55 2,05 0,6004 — 7,0390 0,2511
49 1,51 0,4389 — 5,1916 0,5135
42 1,96 0,7785 — 4,9629 0,1527
39 1,84 0,7035 - 4,8160 0,2138
38 5,48 1,5611 — 19,2511 0,0079*
32 2,39 0,8633 — 6,6385 0,0934
28 8,03 1,8896 — 34,2046 0,0048*
14 8,19 2,5028 — 26,8134 0,0005*

* Razéo de prevaléncia estatisticamente signifiegp < 0,05)

IC — Intervalo de confianca

Com a utlizagdo da regressdo logistica foram awéis as variaveis nao
verdadeiramente associadas (método backward). Kvehrfaixa etaria permaneceu no
modelo final, assim como as proteinas de 200, 18855, 38, 28 e 14 kDa, sendo essas
associacoes significativas ao nivel de 5%, comdéamas proteinas 42 e 32 kDa, apesar de

nao significativas ao nivel de confianca adotadabéla 9).
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Tabela 9 Verificagcdo das associagfes entre as variavelgidlas no estudo utilizando a

regressao logistica com o método “BACKWARD”.

inc;/e%ne?l\:jeelites Odds Ratio IC(95%) p-valor
Faixa etaria 0,2853
20 e mais 1,00 - -
13a19 0,0168 0,0043 — 0,0652 0,0000*
5al2 0,0846 0,0307 - 0,2334 0,0105*
Proteinas
200 71,52 20,31 - 251,77 0,0000*
138 11,79 2,42 — 57,38 0,0022*
76 4,24 1,55-11,58 0,0049*
55 3,00 1,48 -6,11 0,0023*
42 2,18 0,89 - 5,33 0,0857
38 6,66 1,90 - 23,25 0,0030*
32 2,40 0,88 — 6,50 0,0842
28 8,32 2,04 — 33,89 0,0031*
14 7,86 2,50 — 24,69 0,0004*

* Estatisticamente significativa (p < 0,05)

As proteinas 175, 105, 49, 100 e 39 kDa foram écati do modelo quando

utilizado a analise multivariada por ndo apresemtaiorte associacao ou significancia com

0s grupos de estudo.
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5. DISCUSSAO

Os individuos residentes em areas endémicas deiodgga linfatica estédo
continuamente expostos a infeccao por larvas iafees (L3) pelo constante contato com o
mosquito vetor, transmissor da doenca. Muitas ddataas resistem as barreiras fisicas e
imunoldgicas dos culicideos, invadem o organismohdspedeiro humano, desafiam o
sistema imune celular e humoral, tornam-se verrdefias e atingem a fase reprodutiva,
com uma fantastica producdo de embrides, as mama. Questiona-se a ocorréncia da
resisténcia adquirida naturalmente em alguns iddos residentes destas areas endémicas e
esse é o grande interesse para o desenvolvimentacileas moleculares contra parasitas
filariais.

Na regido do grande Recife, area considerada endéne filariose linfatica
bancroftiana, assim como em outras regides do magndo a mesma endemia, a grande
maioria dos habitantes sdo aparentemente imunedgeec@o filarial; poucos possuem
microfilarias circulantes e uma pequena proporcéopdrasitados desenvolve sintomas
clinicos evidentes (MICHAEL, 2000). Para um maiotemdimento sobre os diversos
aspectos dessa endemia, ainda torna-se necesswwimalhor compreensao a respeito da
expressdo das respostas imunologicas por populadesstas as diferentes fontes de
antigenos que as acometem. Essa compreensao, exdgacontribuira para a identificacao
de antigenos com potencial importancia para didmgoos, principalmente, para evidenciar
proteinas com capacidade imunoprotetora.

Sob o ponto de vista imunoldgico, a filariose ltifd tem sido considerada como um
dos processos patoldgicos mais complexos denirdeagdes causadas por parasitos. Essa
complexidade envolve elementos como tolerancianopatologia e a extensa dinamica da
infeccdo. Entre os pesquisadores que se dedicaastado da filariose linfatica, ainda ndo
existe um consenso a respeito do entendimento dacdp seja na area da patologia,
imunidade protetora, ativacdo de células T, sejanecanismo de depuracdo parasitaria
(SEMNANI; NUTMAN, 2004). A Organizacdo Mundial dea&de tem incentivado essa
abordagem sob a argumentacao de que essa linhaedgigacido deveria ser vista como o
objetivo primario nas pesquisas sobre filariosefatioa (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 1992). No entanto, o que se percedditeratura cientifica é a existéncia
de relativamente poucos estudos dirigidos parai@delcdo das respostas imunoldgicas em

humanos portadores de filariose linfatica.
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A exclusividade do homem como hospedeiro definite®V. bancroftirepresenta a
principal dificuldade em se investigar e adquiriaterial biol6gico para os estudos, tanto
pelo respeito que se deve ter as questOes éticaxgenimentacdes que envolvam o ser
humano, quanto pelos diversos obstaculos enfremtaaloealizacdo de trabalhos de campo
como o0 acesso as moradias, geralmente sediadascalm tom alto indice de violéncia
urbana, além da particularidade da filariose bdtiarm que na maioria das areas endémicas
s6 permite a detecgdo parasitaria em horario neturn

Nos estudos existentes sobre imunidade em filatio&gica, os restritos modelos
experimentais animais que respondem a infeccawiafilamostram um determinado
reconhecimento imune diferencial entre os que feetaam e 0s que permanecem resistentes
a infeccdo. Em humanos, as informagfes existerdbse sesse mecanismo sdo ainda
consideradas incipientes e o0s estudiosos nesset@$ém considerado o endémico normal
como um modelo para identificar a correlagdo commanidade protetora (OTTESEN,
1984; FREEDMAN; NUTMAN; OTTESEN, 1989).

Conforme ja descrito anteriormente, a designacé&ndémico normal é atribuida ao
residente de area endémica resistente a infecp@samda exposicdo ao parasito. Este
trabalho, desenhado na forma de um estudo do &igo-controle, considerou os endémicos
normais como o grupo de casos, admitindo a hipatasexisténcia da imunidade protetora
para esse grupo.

O trabalho aqui apresentado possui caracterigjioa® distinguem de varios outros
que também buscam esclarecimentos quanto a respasta humoral humana em filariose
bancroftiana. O material protéico utilizado coméigano, nas rea¢des imunoquimicas, foi
obtido pela producédo de extrato concentrado do riahecretorio e excretorio de larvas
infectantes d&Vuchereria bancroftiEsse extrato foi obtido a partir do acimulo dasdes
produzidas em cultivo de larvas. Todo o cuidadotdonado para a ndo contaminacdo do
meio, nos processos de purificacdo por filtragc@es produtos secretdrios sdo conhecidos
por possuirem um importante papel na interacacspatiaospedeiro e sua caracterizagdo
pode contribuir para o entendimento das interad@iefdgicas que ocorrem entre 0
hospedeiro e o parasito. De acordo com os ressltageesentados por MIRANDA et al.,
(2005), o material protéico secretado por larvéeciantes d&V. bancroftidemonstrou por
imunofluorescéncia western-blot 0 maior reconhecimento de bandas, quando comparad
ao extrato somatico aquoso e ao extrato processadoadicdo de detergentes anidnicos,
entretanto foi verificado, por eletroforese em del acrilamida a 10%, que os perfis

protéicos podem variar dependendo da forma cons@oi@rocessados.
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Nesse trabalho a possibilidade da ocorréncia dspeuificidade nas reacdes
antigeno/anticorpo foi descartada, desde que emmp®E como primeiro anticorpo
amostras de soro humano de residentes de area ieaddnfilariose bancroftiana e como
antigeno, extrato de larvas infectantesWile bancrofti,obtidas a partir da evolucdo de
microfilrias sanguineas coletadas dos mesmoserdgssl da area. Muitos dos artigos
cientificos publicados com esse tema utilizarama¢as de microfilarias, larvas ou vermes
adultos de outras espécies de filarias, comumBnigia malayi, para promover reacdes
imunologicas com amostras de soros humanos dedpoet de filariose bancrotiana
(KAZURA; CICIRELLO; FORSYTH, 1986; LAWRENCE et al2001). As espécies de
Brugia podem parasitar animais experimentais como jicdes, gatos e alguns primatas
(WEIL et al., 1992; MURTHY et al., 1999; DUBE et,&004).

Com relacao a casuistica, testamos um numero m@iamostras de soros do que a
maioria dos estudos anteriores. Isso permitiu confealor estatistico as diferencas
encontradas nos resultados da reatividade de gmigentre os grupos de comparagao.

De modo a evitar o viés do erro de classificacdccoraposicdo dos grupos, o
meétodo parasitologico da gota espessa foi utilizedtriagem dos individuos voluntarios e
as amostras de soro foram submetidas ao teste énzinvatico (Og4C3) para deteccao de
antigenos filariais livres. Esse teste, além deecofy alta sensibilidade diagndstica é
conveniente por ndo apresentar restricbes quantwoawio de coleta de sangue para as
analises.

Embora néo tenha sido objetivo desse estudo umaaragéo ou validacdo de
métodos, pbde ser verificado que o método conveatiparasitologico para deteccdo de
microfilaremia, o da gota espessa, ainda considecatho “padrdo ouro” para demonstrar
epidemiologicamente o impacto de intervencdes,adetde identificar 42,1% de amostras de
portadores de filariose bancroftiana. Esse result@in a corroborar estudos realizados por
varios autores que validam o kit de diagnosticoTdap Bio Pty. Ltd, Australia e que
consideram, até o0 momento, seja 0 mais acuradmptn@para identificacdo de portadores
de filariose bancroftiana (TURNER et al., 1993; R@¥Cet al., 1996; LALITHA et al.,
1998; SAHOO et al., 2000; ROCHA et al., 2004)

O inquérito epidemiolégico para verificacdo darfdae no Municipio de Olinda
realizado no periodo de 1999-2000 (BRAGA et alQ13dnvestigou 80 setores censitarios
dentre os 242 existentes no municipio, encontramdwalor de prevaléncia de 1,3%. Esse
indice, embora seja considerado como de baixa eodewme (KUMAR, 1996), é
preocupante quando se leva em consideracao a $amsibilidade do teste de diagndstico
gue foi empregado (GE), a aleatoriaedade da amastrarincipalmente, o grande
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contingente do mosquito veto€\flex quinquefasciatisna regido. A forte caracteristica
focal da doenca, também pbde ser constatada umagwezverificamos, quando da
realizacdo da investigacdo diagnodstica nos quatares escolhidos para o estudo, 6% de
positividade de microfilaremia, utilizando o mesneste diagnostico, o da gota espessa
mensurada.

Para verificar a existéncia das diferencas enfperél de reconhecimento humoral
de bandas protéicas entre 0s grupos de estudatilfoado a técnica dévestern-blatEssa
técnica possui alta sensibilidade em reacfes dmmecimento especifico dos antigenos
através de anticorpos e € 0 mais adequado testequimico para se obter informacdes
sobre presenca, peso molecular e quantidade dgaotiapds a separacao das proteinas por
eletroforese de gel. As andlises dos resultadosamhecimento de proteinas foram feitas
comparando-se grupos estratificados segundo oeséimas etarias. O numero de amostras
por grupo de estudo apresentou quantitativos elgmitess, sem diferenca significativa. A
proporcionalidade obtida ficou associada ao addssge que a forma de agrupamento das
amostras estava somente condicionada aos critioglusédo e exclusdo estabelecidos.

Foram identificadas 14 bandas protéicas apos sgjmafor eletroforese em gel de
poliacrilamida em condicfes desnaturantes. As [sapdatéicas evidenciadas apresentaram
0S seguintes valores de peso molecular relative; 205, 138, 105, 100, 76, 55, 49, 42, 39,
38, 32, 28 e 14 kDa. Esse perfil protéico foi rdjwet nas diversas corridas eletroforéticas
realizadas, sugerindo que algumas proteinas da agdop do extrato ndo tenham sido
identificadas por possuirem concentracfes abaixtetiacao da técnica utilizada.

Os resultados de reconhecimento de proteinas sbtigando comprados os dois
grupos de estudo (endémicos normais e portadordgadese), mostraram que soros de
individuos endémicos normais reconhecem o0 maior endinde bandas protéicas da
composicao do extrato antigénico, sendo a difersmgaficativa quando comparamos esse
grupo ao dos portadores da filariose bancrofti#hanaior diferengca no reconhecimento
entre os grupos foi percebida na banda protéi@d@e&Da (Figura 16).

Analisando as diferencas entre 0os grupos com elag&exo, foi verificado que em
ambos os sexos o perfil de reconhecimento contitonaervado, ou seja, 0s percentuais de
reconhecimento no grupo de endémicos normais seappesentam 0s maiores valores.
Observa-se, no entanto, que entre mulheres, edistanaior nimero de proteinas que
diferem significativamente nos grupos de estudosegsresultados mostram que na
populacdo estudada, as mulheres exibem uma meibposta imune humoral quando da
exposicao a larvas infectantes. Analogamente, véis®Ers que 0 sexo masculino apresentou
uma menor resposta humoral & infeccdo filarial. Uneor susceptibilidade a infeccao
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filarial pelo sexo masculino tem sido percebidaresultados de inquéritos epidemiol6gicos
realizados no Brasil e em varias regibes endémiasmundo (BRABIN, 1990;
ALBUQUERQUE et al., 1995; CHANTEAU et al., 1995; MAEL et al., 1996). BRAGA

et al., (2005) realizaram na mesma area destellitgham estudo que teve como objetivo
investigar o papel dos fatores biologicos e 0 nileexposicdo ao vetor no estabelecimento
das variacdes, entre sexos, quanto a ocorréncidilat®se bancroftiana, durante a
puberdade. Os resultados desse estudo mostraramaqueouve mudancas significativas
quanto ao risco de ocorréncia de filariose nas masnisugerindo que a producdo de
horménios nessa populacdo ndo contribui para esi@feno, embora exista uma maior
propenséo a infeccao filarial no sexo masculinmardéir da puberdade tardia.

Ao comparamos as diferencas de reconhecimento degansexo, o perfil de
reconhecimento protéico do grupo de portadores ildeéoge bancroftiana, apresentou
valores percentuais menores, tanto nas proteinababd® peso molecular quanto em
proteinas mais pesadas (Figura 19). Destaca-se gagso uma diferenca significativa no
reconhecimento da proteina de 105kDa entre homemgdheres. A mesma analise feita no
grupo de endémicos normais revela também que adfas de reconhecimento do grupo
com relacdo ao sexo ndo demonstram grandes difergrarcentuais. Nota-se, portanto,
conforme ja mencionado, que esse grupo eleva asegapercentuais de reconhecimento
para todas as bandas protéicas (Figura 20).

Quanto a analise das amostras estratificadas pasfatarias (5 a 12, 13 a 19 e
acima de 20 anos de idade), observamos que em amlgrapos de comparacdo ocorre um
maior reconhecimento protéico na faixa etaria matha (acima de 20 anos). Nos
portadores de filariose bancroftiana ndo ha difgasrsignificativas nos percentuais entre os
grupos etarios, sendo as proteinas de 38, 39549260 kDa as mais prevalentes. No grupo
de endémicos normais a faixa etaria acima de 26 twmbém mostrou os mais elevados
percentuais de reconhecimento, e, na maioria dessiliferencas foram significativas
guando comparadas com as outras faixas. Obsen@ndesultados das figuras 21 e 22
verificamos o0 aumento da reatividade nos sorosmtdgiduos mais velhos sugerindo que as
pessoas adquirem um grau de imunidade a filariepeisl de anos de exposicéo ao parasita,
confirmando assim, os dados epidemiolégicos obtmwsDay; Gregory; Maizels, (1991).
Os valores de prevaléncia em areas endémicas temdementar na populacdo denominada
“adulto jovem”, declinando com o passar dos andRESFELL; MICHAEL, 1992). Uma
forte evidencia da imunidade adquirida foi percabjbr Grenfell et al., (1991) em
experimentos com gatos com carga macrofilarialBdepahangy que apos repetitivas
inoculagdes com larvas infectantes constataranifis@giva reducdo na microfilaremia.
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A analise exploratéria dos dados incluiu tabelasfrdgliéncia simples e tabelas
cruzadas com medidas de associagcédo e com tessggndeancia quando apropriados. Foi
utilizada a analise de regressao logistica panatifimr o modelo explicativo. O método
passo a passddckward stepwigefoi empregado para manter no modelo de regresséo
apenas as variaveis independentes significantésQpx O método backward consta de um
modelo mateméatico completo onde as variaveis sé@essivamente eliminadas (uma por
vez). A primeira variavel eliminada é aquela qua e menor contribuicdo para a reducéo
da soma dos erros quadraticos de previsdo, asnméxvariaveis nao significativas sao
eliminadas em sequéncia. O processo termina quaids as variaveis ndo significativas
séo eliminadas.

O método de regressao logistica foi escolhido fatodo problema em questéo ter
uma variavel dependente binaria, tornando-o apadpri além do fato de ser
computacionalmente mais simples.

Em Epidemiologia, a regressao logistica tem conjetiob descrever a relagdo entre
um resultado (variavel dependente ou resposta) ecamunto simultaneo de variaveis
explicativas (preditoras ou independentes), mediant modelo que tenha bom ajuste, que
seja biologicamente plausivel e obedeca ao prmciga parcimonia(HOSMER,;
LEMESHOW, 1989).

Foram aplicados ao programa todas as variaveialtradias face aos resultados de
reconhecimento das bandas protéicas. Os resultadstsaram que a variavel “faixa etaria”
permaneceu no modelo final e desta maneira, esgvelafoi considerada pelo programa
como importante na analise. As bandas protéicasidemnadas variaveis com significancia
de 5% mantidas no modelo, foram as de 200, 13%5,&8 28 e 14 kDa, (Tabela 9).

Os nematdides filariais liberam além de produtosresério e excretorio,
componentes biologicamente ativos e importantesoheevivéncia do parasito (HARNETT,
1997). Algumas dessas moléculas sdo imunoreguwatpodendo suprimir a natural defesa
imune do hospedeiro aos antigenos parasitarios.

Embora ndo tenhamos caracterizado as bandas poghcontradas por testes com
anticorpos monoespecificos, algumas bandas apaegentvalores de peso molecular
relativo, semelhantes as que tém sido apontadasabalhos de reconhecimento humoral e
gue sdo consideradas como antigenos protéicospetancia imunolégica profilatica para
filariose linfatica. Forsyth em 1986, encontraramaumolécula de 25 kDa, extraida de
extratos de microfilarias d&. malayi;Parab et al., em 1988 identificaram trés prote{@as
58 e 68 kDa) componentes de microfilarias Rlemalayi e reconhecidas por soros de

endémicos normaisfFreedman; Nutman; Ottesen em 1989, identificarara proteina de
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43 kDa de larva infectante d& malayj Kazura; Cicirello e Chenthamarakshan; Reddy;
Harinath, em 1995, identificaram uma proteina dekR@ denominada BmA-2 da fracdo
antigénica de verme adulto Bemalayi

Ensaios com modelos experimentais tém mostradoaqumeunizacdo com larvas
infectantes mortas ou através de inoculacdo coigeart total de larvas, induzem a uma
protecdo parcial ou ndo causam qualquer protecatrac@s desafios da infeccdo ou
infeccdes recorrentes (WORLD HEALTH ORGANIZATION,992). Ao contrario, a
vacinacdo com larvas infectantes atenuadas ouadas! induzem a resisténcia em varios
modelos experimentais (LANGE et al.,, 1993). Esgsaebathos sugerem que algumas
atividades metabdlicas de larvas infectantes npdu®sro sejam necessarias para inducao
da resposta da imunidade protetora. Diante dissosidera-se que produtos protéicos,
oriundos dos componentes secretorio/excretorio atea$ infectantes, possam ser de
fundamental importancia para a questdo da protezapossiveis candidatos para
desenvolvimento de vacinas (SELKIRK; MAIZELS; YAZDIBAKHSH, 1992). A
imunidade protetora se mostrou efetiva codtcanthoocheilonema vitagpos imunizagéo
em jirds com extratos secretorio/excretorio dedarinfectantes e também com formas poés
invasivas (L4) (LUCIUS et al., 1991).

Algumas experiéncias de imunizacdo passiva foramlizeglas por muitos
pesquisadores visando avaliar a efetividade desg&genos como candidatos na inducéo de
imunidade ou sua efetividade como agente teraméutithenthamarakshan; Reddy;
Harinath, (1995), verificaram em experimentacoa® giods, que somente 35% de larvas
infectantes sobrevivem mais do que 10 dias demnods que tenham recebido o anti-soro
anti-CFA -6.

A proteina de 43-kDa de larva infectanteBlanalayifoi reconhecida por 100% dos
soros de individuos endémicos normais, porém poenap 8% dos individuos
microfilarémicos (Raghavan et al., 1994). Essaginat de 43-kDa dB. malayifoi clonada
e apresentou forte homologia em quitinases. Dos detinios de quitinase altamente
conservados na molécula, cinco dominios tambémmfodantificados no antigeno de 43-
kDa. Fuhrman et al., em 1995, descreveram a fuec@estrutura de uma familia de
isozimas de quitinase em microfilarias @& malayi. Uma acdo antimicrofilarial foi
percebida, apdés uma imunizagdo pela quitinase,eoregultou na inducdo de uma parcial
protecdo contra microfilarias, apos infeccdo sullsete deB malayj porém nao foi
verificada a reducdo da carga de vermes adultossémelhante efeito de atividade anti-

filarial foi observado pelos mesmos autores comamtigeno de 120 kDa de verme adulto
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deB. malayi Este estudo explorou o potencial anti L3 e antrofilaria, apos a imunizagao
com antigeno de120 kDa.

Com o crescimento exponencial do programa de edigdio da filariose linfatica,
torna-se necessario a implementacao de ferramdatdsagnostico que possam ser usadas
para monitorar o alcance do sucesso do progrartérmto do tratamento em massa, como
também administrar uma vigilancia que identifiquealquer reassun¢do potencial de
transmissdo. As monitoracfes da intensidade demigedo em areas endémicas também
poderdo ser feitas através de métodos entomolggmestificando a infeccao filarial em
mosquitos e provendo estimativas da intensidadeademissao. No entanto, com o declinio
de niveis de infecgéo, pode ficar mais dificil talenimero suficiente de mosquitos para se
determinar, com confianga a auséncia da infeccgmveRdo uma medida cumulativa de
exposicao a infeccéo filarial, ensaios que mensuartitorpos poderdo evitar muitas das
limitacbes de métodos, baseados na descoberta diceparasita, seus antigenos ou seu
DNA.
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6. CONCLUSOES

O extrato secretOrio e excretorio de larvas infaes deWuchereria bancroftiAgSE)
apresentou, apos separacao eletroforética, bandasalores de peso molecular relativo de
200, 175, 138, 105, 100, 76, 55, 49, 42, 39, 38282 14 kDa.

Todas as bandas protéicas da composicdo do AgStetoexa de 175 kDa, foram
reconhecidas pelos anticorpos dos dois grupos dgpa@cao (portadores de filariose

bancroftiana e endémicos normais).

Comparando os grupos do estudo, o percentual datlrecimento humoral pelo grupo dos
endémicos normais foi significantemente maior gadas as bandas protéicas do AgSE,

exceto para a de 105 kDa.

As bandas protéicas que apresentaram maior peatadureconhecimento humoral em

ambos os grupos foram as de 49 e 55 kDa.

A diferenca de maior significancia entre os grupmspercebida na banda de 200 kDa
(52,3% nos endémicos normais e 4,1% no grupo dadmes de filariose bancroftiana)

Dos testes diagndsticos utilizados o imunoenzidii@g4C3) foi o que apresentou maior

sensibilidade na identificacao de portadores deidise bancroftiana.

Embora os microfilarémicos que participaram do asti®4% se enquadrem na faixa de
baixa parasitemia (1 a 59 microfilarias popBQesta carga parasitaria, segundo a literatura,

representa uma preocupacao em saude publica devigiande potencial de transmisséao.

No grupo dos homens houve um maior nimero de difaesignificativas com relacédo ao

reconhecimento humoral das bandas proteicas.

O padrao de reconhecimento entre homens e mulapresentou forte semelhanca tanto
nos portadores de filariose bancroftiana quanto @démicos normais, embora com
diferencas significativas de intensidade entreropas.
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O grupo de endémicos normais mostrou uma maiansitade no reconhecimento a medida

gue a idade aumenta, o0 que ndo ocorre no gruportidpres de filariose bancroftiana.

O reconhecimento da banda protéica de 200kDa sasifica com 0 aumento da idade no

grupo de endémicos normais.

Aplicando a regressao logistica para analise, pggogam no modelo final a variavel faixa
etaria, as proteinas com associacdes significatieg00, 138, 76, 55, 38, 28 e 14 kDa e as

proteinas de 42 e 32 kDa nao significativas aol mi¢eonfianca adotado.

Ficaram excluidas pela regressao logistica no radi@zckword” as bandas protéicas de
175, 105, 49, 100 e 39 kDa.
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